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RESUMO

O céncer de mama é o tipo mais incidente e a principal causa de morte por cancer entre as mulheres.
Embora sua origem seja multifatorial, o cancer de mama € considerado uma doenca cronico-
degenerativa desencadeada por um processo inflamatorio, no qual as quimiocinas desempenham
um papel importante, contribuindo para desenvolvimento e proliferacdo do cancer. O exercicio
fisico, particularmente o treinamento fisico combinado (i.e. treinamento aerébio + treinamento de
forca) surge como um potencial modulador desse processo, tanto na reducdo do processo
inflamatorio associado a expressao de quimiocinas circulantes quanto na melhoria de condigdes
clinicas e fisiologicas da paciente. Contudo, poucas sao os estudos realizados até o presente sobre
o efeito do exercicio fisico nas quimiocinas em pacientes com cancer de mama. Determinar o efeito
de uma sessdo de treinamento combinado (TC), realizado antes do tratamento oncol6gico nas
quimiocinas em mulheres com céncer de mama. 13 Mulheres com carcinoma de mama tipo
Luminal e ndo luminal HER2+ (9), Luminal HER2 negativo (3) e triplo negativo (1), com idade
49+5,88, IMC 31,7+5,97, KI67 25,0 (£21,3) foram recrutadas para participar do estudo. Todas as
participantes realizaram uma sesséo de TC que consistiu em um protocolo de treinamento de forca
com 5 exercicios de 8-12 repeticdes maximas, seguido de um protocolo de treinamento aerébio
intervalado de alta intensidade, composto por 3 séries de 2 min no delta 50% por 2 min de
recuperacdo ativa (20% do VO2max) no cicloergdmetro. As coletas de sangue que ocorreram antes
e imediatamente ap6s uma sessao de TC para analisar as seguintes quimiocinas e citocinas: IFNy,
IL-1B, IL1-RA, TNFa, IL8/CXCLS, IP10/CXCL10, MCP-1/CCL2, MDC/CCL22, MIG/CXCLJ9,
MIP-10/CCL3, RANTES/CCLS5, 6Ckine/CCL21, CXCL16, I-TAC/CXCL11, TARC/CCL17,
SDF-1/CXCL12, GCP-2/CXCL6, MIP-3B/CCL19. Para a comparac¢ao das quimiocinas e citocinas
pré e pos exercicio foi utilizado um teste t para amostras dependentes e a significancia adotada foi
de P<0,05. Houve um aumento na concentracdo da quimiocina 6Ckine/CCL21 de maneira
significante, com a modificacdo percentual de A%= 8,13. Outros marcadores importantes, bem
como IL-1p, IL8/CXCL8, MCP-1/CCL2, MIG/CXCLY, IFNy, MDC/CCL22, MIP-10/CCL3, ndo
apresentaram modificacdo significante, mas tiveram uma modificacéo percentual de A%=-27,58,
A%= -26,65, A%= -36,44, A%= -26,44, A%= 31,68, A%= -74,67, A%= -23,49, A%= -21,27
respectivamente. Uma sessdo de exercicio induziu um aumento significante na quimiocina
6Ckine/CCL21que tem uma ac¢do, tanto pro-inflamatdria ao aumentar a invasividade, metastizagédo
e aimunossupressao tumoral, como anti-inflamatéria na ativacdo da imunidade adaptativa. Embora
ndo tenha sido significante, as quimiocinas MIG/CXCL9, MCP-1/CCL2, IL8/CXCL8
apresentaram uma modificacdo percentual alta, que sugere uma protecdo contra metastase. Futuros
estudos com uma maior amostra e efeito cronico do exercicio sdo necessarios.

Palavras-chave: Neoplasias da mama. Quimiocinas. Exercicio Fisico.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most prevalent type and the leading cause of cancer-related deaths among
women. Although its origin is multifactorial, breast cancer is considered a chronic-degenerative
disease triggered by an inflammatory process, in which chemokines play an important role,
contributing to cancer development and proliferation. Physical exercise, particularly combined
physical training (i.e., aerobic + strength training), emerges as a potential modulator of this process,
reducing the inflammatory process associated with the expression of circulating chemokines and
improving the patient's clinical and physiological conditions. However, few studies to date have
examined the effect of physical exercise on chemokines in breast cancer patients. To determine the
effect of a single session of combined training (CT), performed before cancer treatment, on
chemokines in women with breast cancer. Thirteen women with breast carcinoma of the following
types: Luminal and HER2+ (9), Luminal HER2-negative (3), and triple-negative (1), aged 49+5.88,
with BMI 31.7+5.97, and KI67 25.0+21.3, were recruited to participate in the study. All
participants underwent one CT session consisting of a strength training protocol with 5 exercises
of 8-12 repetitions maximum, followed by a high-intensity interval aerobic training protocol
comprising 3 sets of 2 minutes at delta 50% and 2 minutes of active recovery (20% of VO2max)
on a cycle ergometer. Blood samples were collected before and immediately after the CT session
to analyze the following chemokines and cytokines: IFNy, IL-1p, IL1-RA, TNFa, IL8/CXCLS,
IP10/CXCL10, MCP-1/CCL2, MDC/CCL22, MIG/CXCL9, MIP-1a/CCL33, RANTES/CCLS5,
6Ckine/CCL21, CXCL16, I-TAC/CXCL11, TARC/CCL17, SDF-1/CXCL12, GCP-2/CXCLS6,
MIP-3B/CCL19. A paired t-test was used to compare pre- and post-exercise chemokine and
cytokine levels, and significance was set at P<0.05. There was a significant increase in the
concentration of the chemokine 6Ckine/CCL21, with a percentage change of A%= 8.13. Other key
markers, such as IL-1p, IL8/CXCL8, MCP-1/CCL2, MIG/CXCL9, IFNy, MDC/CCL22 and MIP-
1a/CCL3, did not show significant changes but had percentage changes of A%= -27.58, A%= -
26.65, A%=-36.44, A%=-26.44, and A%=-74.67, A%=-23,49, A%=-21,27 respectively. A single
exercise session induced a significant increase in the chemokine 6Ckine/CCL21, which has both
pro-inflammatory actions (enhancing invasiveness, metastasis, and tumor immunosuppression)
and anti-inflammatory actions (activating adaptive immunity). Although not statistically
significant, MIG/CXCL9, MCP-1/CCL2, and IL8/CXCL8 showed high percentage changes,
suggesting a protective role against metastasis. Future studies with larger samples and chronic
exercise effects are necessary.

Keywords: Breast neoplasms. Chemokines. Physical exercise.
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1. Introducéo

De acordo com os dados globais sobre o cancer, o cancer de mama é o mais incidente e a
principal causa de morte por cancer entre as mulheres (SUNG et al., 2021). Segundo o Instituto
Nacional do Céncer (INCA), em 2023 no Brasil, foram registrados 73.610 novos casos de cancer
de mama, o que corresponde a cerca de 30,1% de todos os novos casos de cancer, em mulheres.
Além disso, sdo esperados 704 mil casos novos de cancer no Brasil para cada ano do triénio 2023-
2025 (INCA. 2023). Esses dados alarmantes configuram a necessidade de investigar solugdes que

diminuam a incidéncia e melhorem o respectivo tratamento.

A maioria dos canceres de mama diagnosticados sdo adenocarcinomas, surgindo nos ductos
mamarios e no epitélio lobular (FENG et al., 2018; INCA. 2023). A patologia ductal varia de
carcinoma ductal in situ a carcinomas invasivos, que se espalharam além da membrana basal para
0 parénquima mamario adjacente. Adicionalmente, outras formas de cancer de mama incluem,
canceres de mama inflamatérios, carcinomas papilares e doenca de Paget da mama (FENG et al.,
2018). Evidéncias moleculares e histologicas, caracterizam o cancer de mama em trés grupos; 1)
cancer de mama que expressa o receptor hormonal (receptor de estrogénio ER * ou receptor de
progesterona PR ) tendo uma subcategoria de Luminal A (ER+, PRt, HER2-, Ki67 baixo) e
Luminal B (ER+, PR+, HER2+, Ki67 alto), 2) cancer de mama que expressa o receptor epidérmico
humano 2 (HER2 *) (ER-, PR-, HER2+) e 0 grupo de cancer de mama triplo negativo (ER ~, PR ~,
HER2 ~) (BARZAMAN et al., 2020; LEHMANN et al., 2011). Independentemente do tipo de
tumor e da sua origem multifatorial, o cancer de mama se caracteriza como uma doenca cronico-
degenerativa, desencadeada geralmente por um processo inflamatério (DEL PRETE et al., 2011,
DENK; GRETEN, 2022; GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019; OZGA; CHOW; LUSTER, 2021).

O fato de ser uma doenca inflamatdria, pode gerar ainda outros problemas na mulher com
cancer, piorar o prognoéstico e aumentar a mortalidade (GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019; SILVA
et al., 2024; SUNG et al., 2021). Por exemplo, € conhecido que o tumor, atraves de um processo
de hiperatividade inflamatoria, pode induzir a perda de massa muscular (ARGILES et al., 2015;
SETIAWAN et al.,, 2023). Além disso, sabe-se que as drogas utilizadas no tratamento
quimioterapico (e.g. antraciclinas), potencializam o processo inflamatorio, potencializando a perda
de massa muscular (BLAS et al., 2018; MAZZUCA F et al., 2018). Por sua vez, a perda de massa
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muscular em pacientes com cancer esta atrelada a um pior prognostico e aumento da mortalidade
(BLAS et al., 2018; MAZZUCA F et al., 2018). Em consequéncia da perda de massa muscular,
pacientes com cancer também podem ter a sua capacidade de locomoc&o reduzida (ARGILES et
al., 2015; SETIAWAN et al., 2023). Uma vez com a locomocéo diminuida, o paciente com cancer
poderd ter uma reducdo da poténcia aer6bica méxima, geralmente mensurada pelo consumo
maximo de oxigénio (VO2ma) (MARTIN et al., 2015; YU et al., 2020). Ja foi demonstrado que a
diminuicdo do VO2max em pacientes com cancer de mama, esta associada ao mal progndstico (YU
et al., 2020). Dessa forma, a inflamacéo induzida pelo tumor e potencializada pelo tratamento,
principalmente quimioterépico, precisa ser investigada. Para que o ciclo deletério que diminui a

massa muscular e potencializa consequéncias negativas, sejam menos agressivas.

A inflamacéo se apresenta como uma resposta protetora do organismo a acdo de patdgenos
invasores ou sinais enddgenos, tais como células danificadas, exclusao de células necréticas, reparo
e regeneracdo tecidual (NETEA et al., 2017). Apds deteccdo de problemas nas células, o processo
inflamatorio é desencadeado pela liberacdo de agentes pré inflamatorios, tais como, quimiocinas e
citocinas, bem como o Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (DINARELLO, 2007; NETEA et al.,
2017). A medida que a inflamacdo se desenvolve, o sistema imunoldgico desencadeia um
mecanismo protetor, através de quimiocinas e citocinas anti-inflamatorias. Derivadas de celulas
imunoldgicas (células T reguladoras e monaocitos) para combater e eliminar os agentes estressores,
e retornar a homeostase do organismo (DINARELLO et al., 2016; NETEA et al., 2017; OUYANG
etal., 2011). No entanto, o processo inflamatdrio pode se tornar crénico se a origem da inflamacéo
persistir ou se mecanismos de controle responsaveis por impedir o processo falharem (GRETEN;
GRIVENNIKOV, 2019). Com essa falha e a inflamacdo se tornando crénica, podem haver
mutacdes celulares, gerando um ambiente propicio para o desenvolvimento, sobrevivéncia, e
proliferacdo de um tumor (GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019; ROXBURGH; MCMILLAN, 2014;
SINGH et al., 2019).

Dentre os varios agentes inflamatdrios, as citocinas e, particularmente as quimiocinas tem
apresentando uma relacéo estreita com os tumores sélidos, incluindo o tumor de mama (MASIH et
al., 2022; RAZA et al., 2022; SINGH et al., 2019; TURNER et al., 2014). As quimiocinas sdo
pertencentes a um grupo de peptideos de baixo peso molecular (8-10kDa) e sdo classificadas em
quatro subfamilias: C, CC, CXC e CX3C (GUERREIRO; SANTOS-COSTA; AZEVEDO-

PEREIRA, 2011; RAZA et al., 2022). Dentre essas, as que parecem ter maior relagdo com tumores
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sdo as subfamilias CXC e CC, envolvidas em varios processos bioldgicos, quando ligada a seu
respectivo receptor (DAVID; KUBES, 2019; MASIH et al., 2022; RAZA et al., 2022; SINGH et
al., 2019; TURNER et al., 2014). As quimiocinas CXC sdo classificadas com base na auséncia ou
presenca de uma sequéncia Glu-Leu-Arg (ELR + e ELR-), no seu terminal radical amido (NH2),
que € essencial para a ligacdo de seus respectivos receptores (GUERREIRO; SANTOS-COSTA,;
AZEVEDO-PEREIRA, 2011). Enquanto ELR + incluem CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5,
CXCL6, CXCL7, CXCL8 e CXCL17, os membros ELR- correspondem as quimiocinas: CXCL4,
CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL13, CXCL14 e CXCL16 (PALOMINO DC;
MARTI LC., 2015; WU et al., 2022). Ja a subfamilia CC possui um dominio de cisteina adjacentes
N-terminal, e é composto por vinte e quatro membros CCL1-CCL5, CCL7, CCL8, CCL11 e
CCL13-CCL28 (GUERREIRO; SANTOS-COSTA; AZEVEDO-PEREIRA, 2011; KORBECKI et
al., 2020b; PALOMINO DC; MARTI LC., 2015). Desencadeadas geralmente por estimulos
patogénicos, fatores de crescimento, citocinas inflamatorias como TNF-a, interferon gama (FN-v)
e interleucina-1 (IL-1), e expressa pelos linfocitos na corrente sanguinea (WU et al., 2022;
ZLOTNIK; YOSHIE, 2000). As quimiocinas sdo responsaveis pela migracdo celular (ZLOTNIK;
YOSHIE, 2000), adesdo, interacdo e posicionamento de células imunoldgicas no organismo
(GRIFFITH; SOKOL; LUSTER, 2014).

Funcionalmente, as quimiocinas séo classificadas como inflamatérias, quando induzidas por
uma resposta imune em um local de infeccdo/lesdo (OZGA; CHOW; LUSTER, 2021; PALOMINO
DC; MARTI LC., 2015) e homeostaticas (e.g. tem a funcdo de manter a homeostase) que estdo
envolvidas no controle da migracéo celular, durante o desenvolvimento ou manutencao de tecidos
em todo o organismo (PALOMINO DC; MARTI LC., 2015). Quando ha uma falha nessa
homeostase e as celulas mutadas se dividem, quimiocinas das subfamilias CXC e CC , como
CCL2, CCL3, CCL5, CXCL12, CCL18 em resposta ao processo inflamatorio, e da quimioatracéo
(movimentagdo), levam leucdcitos pro tumorais para e/ou pelo microambiente tumoral, resultam
no desenvolvimento do tumor (RAZA et al., 2022). J& a atividade das quimiocinas CXCLYJ9,
CXCL11, CXCL10-CXCR3 pode resultar no combate a proliferacéo de células tumorais (GOMES-
SANTOS etal., 2021; KOHLI; PILLARISETTY; KIM, 2022). Dada essas informacdes, percebem-
se que as quimiocinas tem papel pré inflamatério, na qual resulta no desenvolvimento e progressao
tumoral, mas também tem um papel importante na anti-inflamagdo, que combate o
desenvolvimento e progressao tumoral (KOHLI; PILLARISETTY; KIM, 2022; RAZA et al.,
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2022). De maneira geral, essas func¢des acontecem devido a a¢do das quimiocinas em orientar a

migracdo de células imunoldgicas em dire¢do a um sitio da leséo.

CRESCIMENTO TUMORAL
ANGIOGENESE PATOLOGICA
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FIGURA 1. Mecanismos que ligam quimiocinas e seus receptores ao microambiente tumoral. Os
tumores solidos contém numerosos tipos de células estromais, como as células endoteliais e os fibroblastos,
que sdo grandes produtores de quimiocinas. Estas quimiocinas desempenham um papel crucial na regulagéo
e migracdo de leucdcitos tanto no leito tumoral como no microambiente tumoral (TME). A circulacdo de
leucdcitos é um processo altamente coordenado, no qual eles rodam ao longo do endotélio. As quimiocinas
ligam-se aos leucdcitos através dos seus receptores acoplados a proteinas, resultando numa forte adesdo de

leucdcitos a camada endotelial. Eventualmente, os leucocitos ultrapassam o endotélio e migram para tecidos
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ou células produtoras de quimiocina. Consequentemente, o tumor € infiltrado por células inflamatorias,
incluindo neutrofilos, macréfagos M2, linfdcitos T e células dendriticas. As quimiocinas ELR+ de CXC
atraem neutrofilos (N2) associados ao tumor, expressando CXCR2 e CXCR1. Da mesma forma, as
guimiocinas da subfamilia CC atraem macréfagos (M2) associados ao tumor que expressam CCR1/2/3/5/8.
Em contraste, algumas quimiocinas ELR-CXC, como ligantes CXCL9/10/11, atraem linfécitos T ativados
por CXCR3 e células T NK e CD8+, que podem exercer atividade antitumoral (citotdxica). Em relacéo a
producdo de quimiocinas por leucdcitos, as células tumorais e as células associadas ao tumor (subtipo M2
de TAMs, subtipo N2 de TANs, MDCs, Treg) tém efeitos sobre a angiogénese patoldgica através dos seus
ligantes angiogénicos (CXCL1/2/3/5/6/7/8 - CXCR2; e agonista CXCR4 CXCL2; CCL2/7/8/13/16 -CCR2,;
CCL20-CCR6; CCL1/18-CCR8; CCL27/28-CCR30; CCR3). Isto desencadeia a formagdo de vasos
intratumoral mais imaturos e hipoxico. A formacdo de novos vasos sanguineos é determinante na
tumorigénese, pois mantém a sobrevivéncia do tumor e aumenta sua proliferacdo, impulsionando o processo
de metastase. Além disso, o eixo receptor-ligante CXCL13-CXCR5 e CXCR4-CXCL12 esta envolvido na
migracdo direcionada de células tumorais para sitios metastaticos, através da ativagdo de vias oncogénicas
(STAT3, ERK1/2 e MMPs 2/9) que deterioram a matriz extracelular, e facilitam a fuga das células
cancerosas. TME: microambiente tumoral; STAT3: transdutores de sinal e ativadores da transcri¢do 3 (do
inglés Signal Transducer and Activator of Transcription 3); ERK1/2: cinases reguladas pelo sinal
extracelular (do inglés Extracellular Signal-regulated Kinases); MMPs2/9: metaloproteinase de matriz -2 e
-9 (no inglés Matrix Metalloproteinase-2 and -9). Criado com Biorender. Traduzido e adaptado de
BUZAGLO et al., 2024.

Jé foi evidenciado em trabalhos anteriores que a secrecdo das quimiocinas classificadas como
pré-inflamatérias CCL2 e CCL3, ao recrutar macr6fagos associado ao tumor do subtipo M2
(TAMs) para o microambiente tumoral, potencializaram a progressdo e o mal progndstico do
carcinoma ductal in situ (BRUMMER et al., 2018; LABOVSKY et al., 2015; MASIH et al., 2022).
No céncer de mama, o0 microambiente tumoral (TME) consiste em uma variedade heterogénea de
células endoteliais, células perivasculares, fibroblastos, adipdcitos, e abundante em células imunes
altamente ativas (WILLIAMS; YEH; SOLOFF, 2016). Neste contexto, os macro6fagos, uma das
células imunes mais prevalentes nos tumores mamarios, desempenham uma influéncia no estado
imunologico dos tecidos neoplasicos (WILLIAMS; YEH; SOLOFF, 2016). Na auséncia de doenca
e/ou do cancer, os macrofagos desempenham o papel de fagocitos preeminentes do corpo,
preparados para matar e remover as células consideradas uma ameaca. Representando tanto a
primeira linha de defesa, quanto a ponte que conecta os bracos adaptativo e inato do sistema
imunologico(WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013). No entanto, uma infinidade de fatores
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derivados dos tumores e dos tecidos estromais presentes no TME, como por exemplo, a falha em
resolver sinais imunoestimulatérios, levam a ativacdo prolongada e estabelecem um estado de
inflamacéo cronica, que subvertem a funcao tumoricida dos macrofagos, ou seja, a capacidade de
reconhecer e atacar as células neoplasicas (WILLIAMS; YEH; SOLOFF, 2016; WYNN;
CHAWLA; POLLARD, 2013). Logo, a exposi¢do a condicbes hipoxicas, fatores de crescimento,
quimiocinas e citocinas imunossupressoras fornecidas pelo TME atribuem aos macrofagos
associados a tumores (TAMS) propriedades e caracteristicas dos macréfagos troficos (WILLIAMS;
YEH; SOLOFF, 2016; WYNN; CHAWLA,; POLLARD, 2013). De forma que, essas caracteristicas
facilitam o crescimento e o reparo do tecido, que s&o essenciais para o desenvolvimento do TME
(WILLIAMS; YEH; SOLOFF, 2016). Assim, os macréfagos e/ou suas subpopulagdes dentro dos

tumores mamarios sdo inadvertidamente livres para promover a crescimento tumoral.

Convencionalmente, as subpopulacdes dos macrofagos sdo descritas com, classicamente
ativadas M1 que tem propriedades antitumorais e/ou tumoricida e pré-inflamatérias, ou M2
alternativamente ativadas, que é frequentemente associado a imunossupressdo e ao suporte ao
tumor. (ALLAVENA et al., 2008; CENDROWICZ et al., 2021; PATHRIA; LOUIS; VARNER,
2019). Em estagios inicias da formacdo do tumor, os TAMs séo polarizados (i.e. adocdo de um
estado funcional diferente em resposta a um estimulo do microambiente) pelo IFN-y para um
fendtipo M1 inflamatério caracterizado pela atividade tumoricida e pela secrecdo de IL-12
(MANTOVANI et al., 2002). Em estagios avangados do cancer os TAMs séo recrutados para o
microambiente tumoral principalmente pela quimiotaxia da CCL2 e sdo convertidos em um
fenotipo M2 por meio de citocinas imunossupressoras derivadas de tumores, como o fator de
crescimento transformador (TGF)-B (MANTOVANI; SICA, 2010). Esses TAMs sdo geralmente
do subtipo M2, e desempenham papéis cruciais na interacdo entre a inflamacdo e o cancer,
favorecendo o crescimento tumoral. Evidéncias indicam que a alta concentragdo de TAMs do
subtipo M2 no microambiente tumoral, permite o crescimento/desenvolvimento de tumores
(GAMBARDELLA et al., 2020). Adicionalmente foi descoberto que a densidade de TAMs se
correlaciona com um prognostico ruim em maltiplas malignidades, incluindo céancer de
mama (HOLLMEN et al., 2016). Além disso, o fen6tipo M2 estd intimamente associado a
imunossupresséo e a promog¢éo da angiogénese patologica (PATHRIA; LOUIS; VARNER, 2019;
YANG; ZHANG, 2017) Assim, os macrofagos do subtipo M2 podem facilitar o desenvolvimento

da inflamacéo e promover o crescimento tumoral, devido sua ac¢éo pré-tumorigénica, angiogénica
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e imunossupressora. (GENARD G; LUCAS S; MICHIELS C, 2017). Além da ativacéo de células
do sistema imune, as quimiocinas também podem atuar na proliferacdo através da inducdo de

fatores de crescimento e de migracdo para as células tumorais por diferentes vias.

YANG et al., 2019, observaram que a secrecdao da quimiocina CXCL1 no cancer de mama
negativo para receptor estrogeno promoveu a migracdo e invasdo celular por meio da via de
sinalizagdo da Extracellular Signal-regulated Kinases (ERK) 1/2 / Matrix Metalloproteinase-2
(MMP2) / Matrix Metalloproteinase-9 (MMP9). Essas por sua vez parecem estar atreladas ao
desenvolvimento tumoral, por induzirem a deterioragdo da matriz extracelular, permitindo a
disseminacéo e invasdo tumoral (BAI et al., 2016; MIYAKE et al., 2013; WANG et al., 2017;
XIONG et al., 2017), sugerindo que essa via potencializou a proliferacéo e sobrevivéncia do tumor.
Adicionalmente, fibroblastos associados ao cancer (FACs) que sdo induzidos pelo estroma (tecido
mamario), provocam a secre¢do de quimiocinas também ligadas a progressdo cancerigena, como
CXCL12 (ORIMO et al., 2005). Ao ser expressa, a CXCL12 pode aumentar o crescimento tumoral
por estimulacdo direta do seu receptor CXCR4 expresso pelas células de carcinoma de mama
humano (ORIMO et al., 2005). Ja foi demonstrado que a hipersecrecdo da via de sinalizacdo
CXCL12, pelas células do carcinoma mamario de ratos, e de seu ligante CXCR4, facilitaram o
recrutamento de macr6fagos M2 ao microambiente tumoral, aumentando a invasividade do tumor
in vivo (BOIMEL et al., 2012). Além disso, a CXCL12 parece atuar para manter a proliferacdo
tumoral, através da angiogénese patoldgica, que se caracteriza por um processo de

neovascularizacdo intratumoral (ORIMO et al., 2005), que causa progressao do tumor.

Estudos anteriores demonstraram que esse fenémeno acontece devido a secrecdo aumentada
da CXCL12, que ao ativar mediadores pr6 angiogénicos como fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e/ou recrutar células progenitoras endoteliais para carcinomas (EPCs). Estimulou
a formacgdo de novos vasos sanguineos, induzindo a angiogénese patoldgica e a progressao no
cancer de mama (LUGANO; RAMACHANDRAN; DIMBERG, 2020; ORIMO et al., 2005). Além
da CXCL12, a CCL18 parece também induzir angiogénese. LIN et al., 2015 observaram que a
atuacdo da quimiocina CCL18, expressa pelos macrofagos M2, promoveu angiogénese patologica
e a progressao tumoral do cancer de mama, tanto em um experimento in vitro como in vivo. Outras
guimiocinas como a CXCL1, CXCL2, CXCL6 e CXCL8 apresentam também uma maior
efetividade na promocéo da angiogénese, em especial no cancer de mama triplo negativo (HAN et

al., 2022; LI1U et al., 2020). A progressdo tumoral atraves da angiogénese patoldgica, ocorre porque
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0s vasos produzidos pela mesma nesse processo, exibem estruturas e fungdes anormais. Levando
a uma perfusdo sanguinea intratumoral prejudicada, caracterizando um microambiente tumoral
hipdxico e acido (JAIN RK., 2014). A hipdxia e a acidose por sua vez garantem a sobrevivéncia
das celulas tumorais, ao facilitar o seu escape do sistema imunologico. E aumentar seu potencial
invasivo, ao induzir a producdo de proteinas pro-migratorias, como por exemplo, CXCL12 e
moléculas de matriz extracelular invasivas (FINGER; GIACCIA, 2010; JAIN RK., 2014;
SEMENZA, 2014). Esse processo sustenta a malignidade, a agressividade e o potencial de
metastizacdo das células cancerigenas (JAIN RK., 2014). Logo, a atuacdo das quimiocinas na
angiogénese patoldgica se torna problematica, a medida que se sabe que esse fendbmeno esta
atrelado a metéstase.

A secrecdo desregulada dessas quimiocinas também tem sido apontada como determinante
nesse processo de metastase. Por realizar a migracdo orientada de células cancerigenas para um
sitio de infeccdo, através da ligacdo de uma quimiocina e seu receptor (MULLER et al., 2001;
ZHANG et al., 2015). Muller et al (2001), demonstraram que a secrecao ativa, do receptor CXCR4
por células de cancer de mama, desencadeou a polimerizacdo de actina e subsequente a formacao
de pseuddpodes (projecdo temporaria da parede celular). Que permitiram a migragdo orientada e a
invasdo das células de cancer de mama, em direcdo a 6rgaos, como o pulmao. Que apresentavam
secrecdo de seu ligante, a quimiocina CXCL12, sendo capaz de induzir metastase do cancer de
mama. Esses achados indicam que essa interagdo entre uma quimiocina e seu receptor, podem ser
cruciais, nesse processo de metastizacdo no cancer de mama. Outro eixo que parece induzir
metastase € a interacdo entre a CCL5 e o seu receptor CCR3. Ja foi demonstrado que a quimiocina
CCLS5 ao ativar seu receptor CCR3 expresso pelas células T CD4+ aumentam a expressao do fator
de crescimento independente -1 (Gfil). Esse, por sua vez, induz a diferenciacdo das células Th2
fenOtipo imunossupressor, que promove metastase pulmonar no cancer de mama Luminal
(ZHANG et al., 2015). Apesar das quimiocinas induzirem um processo pré-inflamatorio que
facilita a proliferacdo do tumor e metastase, essas também podem atuar como mediadoras

anticancerigenas, por meio de uma acgéo anti-inflamatoria.

Por exemplo, ja foi demonstrado que a citocinas como IFN-y podem induzir uma agao anti-
inflamatdria das quimiocinas CXCL9/10 e 11 e seu receptor CXCR3 (KOHLI; PILLARISETTY;
KIM, 2022; RAZA et al., 2022; TOKUNAGA et al., 2018; YANG et al., 2006). Esse eixo parece

recrutar células impulsionadoras da imunidade tumoral, como células T auxiliares 1 (Th1), células
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T CD8+ e células natural Killer (NK). Que tem a funcdo de atacar e destruir as células cancerosas,
sugerindo que essa acao resulta na regressdo do tumor (KOHLI; PILLARISETTY; KIM, 2022;
RAZA et al., 2022; TOKUNAGA et al., 2018). Visto que € possivel ter uma reacdo imunoldgica
anti cancerigena, a partir da acdo das quimiocinas, varias estratégias, bem para a diminuicao do
processo inflamatorio estdo sendo investigadas, na tentativa de potencializar esses efeitos. Dentro
dessas estratégias, o exercicio fisico parece ter tomado atencéo especial.

A pratica regular de exercicio fisico desencadeia uma série de adaptacdes sistémicas,
moleculares e celulares (HAWLEY etal., 2014; HOJMAN et al., 2018). A nivel celular e molecular
a literatura tem associado os efeitos do exercicio fisico com a reducéo de fatores de risco tumorais,
como as quimiocinas (CLIFFORD et al., 2023; HOJMAN et al., 2018; KOELWYN et al., 2017;
ZHU et al., 2022). Afim de investigar essa modulacéo, Esmailiyan et al., 2022, avaliaram o efeito
do oito semanas de treino aerdbio ndo continuo, nos niveis plasmaticos de CCL2, CCL5 e
respectivos receptores; CCR2 e CCR5 em camundongos fémeas BALB/C com céncer de mama.
Quando comparado com o grupo controle (sem exercicio), observou-se uma diminuicdo
significativa, nos niveis plasmaticos de quimiocinas pro-tumorigénicos CCL2 e CCL5 e seus
respectivos receptores CCR2. De maneira geral, essa reducdo pode estar associada a uma
diminuigdo da inflagdo sistémica, determinante no desenvolvimento do céancer de mama
(ESMAILIYAN et al., 2022). Adicionalmente, Gomes-Santos, et al 2021 investigaram os efeitos
do exercicio aerdbio, controlando a intensidade e a duracdo da dose de exercicio, sobre linfocitos
infiltrantes tumorais (TIL) na vascularizacdo tumoral. Como resultado, foi observado que o
programa de exercicios desencadeou uma linfocitose, ou seja, um aumento significativo de células
imunes CD8+ antitumoral, e sua infiltracdo na TME e um aumento na secre¢do das quimiocinas
CXCL9/CXCL11-CXCRa. Por sua vez, essas quimiocinas, estdo envolvidas no aumento do trafego
de células T CD8+ na circulagdo sanguinea para o tumor, 0 que resultou em um aumento na
atividade antitumoral (GOMES-SANTOS et al., 2021). Quando o treinamento aerdbio é realizado,
ja foi demonstrado também que esse desencadeia 0 aumento da expressdo de linfocitos na
circulacdo sanguinea. E de secrecdo de anticorpos e citocinas, o que sugere a ativacdo do sistema
imunoldgico induzida pelo exercicio (CAMPBELL; TURNER, 2018; SCHEFFER; LATINI,
2020). Esse processo eleva o estado de imunovigilancia e competéncia, impulsionada por uma
mobilizacdo de células para areas mais suscetiveis (CAMPBELL; TURNER, 2018), atuando como

mediador anti-inflamatério.
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Além do treinamento aeroébio, o treinamento de forca também parece eficiente na reducéo de
marcadores pro-inflamatérios, e na melhora imunolégica de mulheres em recuperacdo de cancer
de mama (HAGSTROM et al., 2016; KHOSRAV | et al., 2019; MENESES-ECHAVEZ et al., 2016;
WINTERS-STONE et al., 2018). Ja foi demonstrado que o treinamento de forca (TF), realizado
durante dezesseis semanas por mulheres em recuperagéo de cancer de mama. Induziu uma reducéao
significativa na secrecdo TNF-a, nas células NK e das células T assassinas naturais (NKT) em
comparacdo ao grupo controle, sugerindo uma melhora no perfil inflamatorio dessas mulheres
(HAGSTROM et al., 2016). Adicionalmente, também tem sido demostrando que, sessdes agudas
de exercicio fisico, desencadeiam uma ativacdo e uma mobilizacdo significativa de celulas
imunologicas na circulacdo sanguinea. Capazes de realizar a¢Oes anti-inflamatdrias, mediadas
pelas quimiocinas (BIGLEY etal., 2014; PEDERSEN BK; HOFFMAN-GOETZ L., 2000). Acdes
estas, que partem da inducdo do esfor¢co de cisalhamento, desencadeado em resposta aos
mecanismos citados acima. E que, quando associado a uma liberagéo significativa de adrenalina,
desencadeia um processo chamado linfocitose, ou seja, um aumento de linfocitos. Que por sua vez,
secretam quimiocinas, anticorpos e citocinas, dentre elas IFN-y na corrente sanguinea
(CAMPBELL; TURNER, 2018; SCHEFFER; LATINI, 2020), aumentando a reatividade
imunolégica. Dessa forma o exercicio fisico, particularmente o treinamento aerébio (TA) e o
treinamento de forca (TF) podem ser considerados um tipo de intervencdo, capaz de ativar
mecanismos imunoldgicos, para potencializar o sistema de defesa. Através, da diminui¢do do
processo inflamatorio e da mobilizacdo celular induzida pelas quimiocinas em direcdo ao
microambiente tumoral, afim de reduzir a agressividade do tumor. Além disso, a realizacdo de
exercicio fisico também pode orquestrar outras maneiras de neutralizar a agressividade e

progressao do tumor.

O esforc¢o de cisalhamento induzido pelo exercicio também estimula adaptagdes fisiologicas
no microambiente tumoral, como a dilatacdo e maturacdo da vasculatura intratumoral. 1sso €
evidenciado pelo aumento da cobertura de pericitos em microvasos (BETOF et al., 2015),
juntamente com a temperatura corporal elevada durante o exercicio (BURD et al., 1998; HAWLEY
et al., 2014). Consequentemente, induzem um aumento na perfusdo tumoral, na oxigenacao e
reducdo da hipdxia intratumoral (BETOF et al., 2015; ESTEVES; MONTEIRO; DUARTE, 2021;
FLOREZ BEDOYA et al., 2019; KOELWYN et al., 2017). Alguns estudos mostraram, que a

hipdxia € um dos fatores associados a supressdo das respostas imunes antitumorais (PIETROBON;
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MARINCOLA, 2021). Por reprogramar diretamente as células imunes para um fenétipo pro-
tumoral (PALAZON et al., 2017), modulando os eixos de sinalizagdo das quimiocinas (SUN et al.,
2010; TEJCHMAN et al.,, 2017), e inibindo a citotoxicidade das células imunes
(SETHUMADHAVAN et al., 2017). Corroborando com isso, Pedersen et al., observaram que
tumores de camundongos fisicamente treinados apresentam baixos niveis de hipdxia e uma alta
secrecdo de CCL3 e CXCL10. Quimiocinas, ligadas a ativacdo de quimiotaxia de células imunes,
como as células NK (PEDERSEN et al., 2016), para 0 microambiente tumoral, a fim de
reprogramar a imunidade tumoral. Outra evidéncia positiva induzida pelo exercicio fisico foi
observada pelo estudo McCullough, et al. 2014. Neste estudo, apenas uma sessao de exercicio
fisico, realizada por ratos com tumor de prostata, foi capaz de aumentar até 200% do fluxo
sanguineo no tumor, com um aumento significativo na liberacdo de oxigénio. Esses fatos foram
eficientes para diminuir aproximadamente 15% da hipdxia em areas tumorais (MCCULLOUGH
etal., 2014). Associado a esta melhora na vasculatura tumoral causada pela reducéo da hipoxia, ha
também uma reducgdo na producdo do fator alfa-1 induzido por hipéxia (HIF1a). Por sua vez, a
menor expressao de HIF-1, induz a diminuicdo da secrecdo dos mediadores de uma série de genes
envolvidos na angiogénese patoldgica, como a quimiocina CXCL12 (DEWAN et al., 2006; DU et
al., 2008; HITCHON et al., 2002), que potencializa a sobrevivéncia e proliferacdo tumoral
(DEWAN et al., 2006; PIETROBON; MARINCOLA, 2021). Assim, sugere-se que 0 exercicio
fisico pode reduzir a angiogénese patoldgica, com consequente inducdo de hipdxia inferior,
melhorando a funcdo de agentes antitumorais como as vias de sinalizacdo de quimiocinas. Além
de seu papel na ativacdo do sistema imunoldgico, por meio da reduc¢do do processo inflamatorio e
mobilizagdo celular por intermédio das quimiocinas. Esses fatores podem estar associados também
a diminuicdo da proteina nuclear Ki67, liberada durante a diviséo e proliferagéo celular nos tumores
de mama (ZHANG et al., 2021). Marcador ligado a uma maior taxa de crescimento tumoral e, a
um comportamento mais agressivo do cancer, além de um risco elevado de metastase. Dessa forma,
niveis mais baixos de Ki-67 estdo relacionados a um crescimento tumoral mais lento e um
prognostico positivo (ZHANG et al., 2021).

Logo a realizagdo do TF realizado em conjunto com o TA, chamado de treinamento
combinado (TC), além de poder influenciar positivamente o processo inflamatorio, tem se
mostrado efetivo na melhorar da funcionalidade fisica em pacientes com cancer (COURNEYA et

al., 2007), determinante para o progndstico positivo. Especificamente, tem sido demonstrado que
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o TF, quando realizado de moderada-alta intensidade (70-85% de uma repeticdo méxima (1-RM)),
aumenta a forca e a massa muscular, enquanto TA tem pouco ou nenhum efeito sobre essas
varidveis (BELL et al., 2000). Por outro lado, o treinamento aerébio de moderada-alta intensidade
(>65% do consumo maximo de oxigénio [VO2max]) apresenta-se muito mais efetivo para aumentar
a aptiddo aerdbia que o TF (BELL et al., 2000). Por exemplo, em mulheres com cancer de mama,
Coourneya et al., (2007), separaram pacientes em um grupo que realizou TF e outro que realizou
TA e demonstraram que o TF foi mais eficiente que o TA para aumentar forca muscular do que o
TA, e somente o TF demonstrou ser efetivo para aumentar a massa muscular. Por outro lado, o
grupo TA foi mais efetivo que o grupo TF para aumentar 0 VO2max. Os dados desse estudo sugerem
entdo que, mulheres com cancer de mama realizem TF e TA para evitar que ocorra diminui¢do na
massa muscular e na aptiddo aerdbia, tdo importantes para o prognéstico dessas pacientes
(COURNEYA etal., 2007). Considerando que o aumento da forca, da massa muscular e da aptidao
aerdbia sdo inversamente relacionadas com risco cardiovascular, morbidade e mortalidade (KIM;
CHANG; KONG, 2017; MIJWEL et al., 2018), a realizacdo do TF e do TA em uma mesma sesséo,
denominado de TC, tem sido apontado como uma estratégia ndo farmacologica para melhorar a
salde e a qualidade de vida da mulher com cancer de mama. Tendo em vista que o tumor
desencadeia um aumento na inflamacé&o que se potencializa quando associado ao tratamento a base
de quimioterapia, iniciando um ciclo de perda de massa muscular que culmina em outros maleficios
a saude. A realizacdo de TC antes do tratamento oncoldgico pode ser considerada uma estratégia
promissora que podera facilitar uma melhora no prognéstico da mulher com céancer de mama (DE
PAULO et al., 2019; JONES et al., 2007).

Embora existam informac6es cientificas acerca da tematica, nenhum estudo até o presente
momento investigou o efeito do exercicio fisico sobre as quimiocinas em pacientes com cancer de
mama. E importante salientar que o presente estudo se destaca pelo ineditismo e originalidade, pois
vai investigar o efeito do exercicio fisico nas quimiocinas de pacientes com cancer de mama antes
de comecarem o tratamento. Assim, 0 objetivo deste estudo € investigar o efeito de uma sesséo de
treinamento combinado, realizado antes do tratamento oncologico na secrecdo e regulacdo das
guimiocinas, em pacientes com cancer de mama. Como hipdtese, entende-se que o TC ird induzir
uma diminuicdo de citocinas inflamatorias como TNF-o, diminuindo consequentemente

quimiocinas pro-inflamatdrias e aumentando a secre¢do de quimiocinas anti-inflamatorias.
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2. Objetivos
2.2 Objetivo Geral

Determinar o efeito de uma sessdo de treinamento combinado (TC), realizado antes do

tratamento oncoldgico, nas quimiocinas em mulheres diagnosticadas com cancer de mama.

2.3 Objetivos Especificos

1) Avaliar a concentracdo plasmatica de um conjunto de citocinas e quimiocinas
inflamatdrias como CCL2 e TNF-a antes e ap6s uma sessao de TC realizado por mulheres

com cancer de mama no periodo pré-tratamento.

2) Avaliar a concentracdo plasmatica de um conjunto de quimiocinas anti-
inflamatdrias como MIG/CXCL9 antes e ap6s uma sessao de TC realizado por mulheres com

cancer de mama no periodo pré-tratamento
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3. Hipoteses:

* A realizacdo de uma sessdo de TC ira induzir diminuicdo de citocinas inflamatorias como
TNF-0 e CCL2, reduzindo, consequentemente, a inducdo de gradientes de quimiocinas pro

tumorigénicos;

* A realizacdo de uma sessdo de TC antes do tratamento ird induzir um aumento na secrecéo

de quimiocinas anti-inflamatdrias, como MIG/CXCLJ9.
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4, Métodos

Este estudo foi realizado na janela de oportunidade (apds o diagnostico e antes do inicio do

tratamento), conduzido pelo nosso laboratoério, o Centro de Estudos em Exercicio e Oncologia.
4.1. Participantes

Treze mulheres com carcinoma de mama e que deram entrada nos ambulatorios de
mastologia e de oncologia clinica do Centro de Atencdo Integral a Satde da Mulher (CAISM), uma
das unidades hospitalares da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), participaram desse estudo. Para participar do estudo, as mulheres tinham
que ser diagnosticadas com cancer de mama, com idade acima de 18 anos e classificadas nos
estagios da doenca de I a I11. Nao foram incluidas no estudo mulheres que: 1) estivessem envolvidas
em algum programa sistematizado de treinamento fisico ha pelo menos 6 meses; 2) se
autodeclarassem incapazes de realizar exercicios fisicos; 3) apresentassem contraindicacdo médica
para exercicios fisicos; 4) ndo possuissem condicOes clinicas para o tratamento; 5) sofressem de
neuropatia. Os critérios de descontinuagdo foram: 1) auséncia em consultas, avaliacBes e sessdes
de treino; 2) progressdo da doenca com metastases 6sseas e/ou cerebrais. Apés a triagem inicial, as
pacientes foram completamente informadas sobre os procedimentos envolvidos no estudo e
convidadas a assinar um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), formalizando sua
participacdo na pesquisa. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Unicamp sob o numero: 6.436.383. A participacdo no estudo ndo interferiu
no desenvolvimento do tratamento e acompanhamento das pacientes no servico de mastologia e

oncologia clinica do servigo.

4.2 Desenho Experimental

Uma vez estabelecido o diagnostico apds bidpsia de tecido tumoral, as mulheres
diagnosticadas com cancer de mama e que receberam indicacao para tratamentos especificos, como
cirurgia up front ou quimioterapia (seja neoadjuvante ou adjuvante), foram convidadas a participar
do estudo. Aceitando a participacdo, uma amostra do tecido mamario retirado na biopsia é
destinada a andlise de Ki67 e receptores hormonais. Posteriormente, essas mulheres realizaram as
familiarizagdes com as seguintes avaliacGes: 1) forca muscular por meio do teste de uma repeticéo

méaxima (1-RM) e capacidade cardiorrespiratoria por meio do teste direto de VO2amax. Em outro dia,
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essas mulheres realizaram as seguintes avaliagdes: 1) composigédo corporal por absorciometria de
raios X de dupla energia (DXA); 2) capacidade cardiorrespiratoria por meio do teste direto de
VO2max atrelado ao eletrocardiograma de esforgo. Seguindo essas avaliagdes iniciais, essas
mulheres voltaram em outro dia e inicialmente passaram por uma coleta de sangue basal para
andlises moleculares, seguida por uma sessdo aguda de TC, e outra coleta de sangue imediatamente
ap6s o fim da sessdo de exercicios. E importante destacar que o teste de 1-RM foi realizado como
primeiro exercicio, parte do protocolo de treinamento de forca, na sessdo de treinamento
combinado realizado pela paciente. Figura 2 proporciona uma visdo geral do delineamento

experimental.
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FIGURA 2. Visdo geral do delineamento experimental.

4.3 Coleta de material bioldgico
4.3.1 Material para histologia

O material biologico destinado a histologia é obtido a partir de bidpsias oncoldgicas ou pecas
cirdrgicas resultantes de procedimentos como mastectomias ou quadrantectomias, seguindo 0s

protocolos padrdo ja estabelecidos pelo Caism-Unicamp de maneira rotineira. Inicialmente,
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mulheres com nddulos ou imagens mamarias sugestivas de malignidade, submetidas a bidpsias de
fragmentos sob orientacdo ultrassonografica e realizadas por equipe médica do Caism, foram
convidadas a participar da coleta de material para diagndstico e parafina, e para o biobanco apds

leitura e assinatura do TCLE.

A autorizacdo para o desenvolvimento do projeto com a utilizagdo do biobanco estd
documentada no ANEXO 1. Para armazenamento e processamento do material bioldgico, a

amostra é encaminhada ao LAPE — Caism/Unicamp, sob a supervisdo do patologista responsavel.
4.4 Coletas de Sangue

As participantes do estudo foram orientadas a sempre comparecer as sessoes de coleta
sanguineas bem hidratadas e alimentadas. Dois tubos de 4mL contendo EDTA foram obtidas da

veia antecubital antes e apds a primeira sessdo de TC.
4.5.1 Preparacao e analise das citocinas e quimiocinas circulantes

Apos a coleta do sangue, as amostras foram separadas em aliquotas com processamento do
plasma ocorrendo no mesmo dia, 0 mais rapido possivel apds a coleta. As amostras foram
centrifugadas a 2500rpm por 10 min e separadas em 2 aliquotas de 200ul de plasma de cada tubo

e armazenadas -80°C até as andlises de quimiocinas.

A concentracdo de citocinas e quimiocinas circulantes foram analisadas em duplicata, pelo
método MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Painel A Magnetic Bead
Panel (96 Plex) (MilliporeSigma) com 11 analitos, dentre eles IFNy, IL-1B, IL1-RA, TNFa,
IL8/CXCLS8, IP10/CXCL10, MCP-1/CCL2, MDC/CCL22, MIG/CXCLY9, MIP-1a/CCL3,
RANTES/CCLS5. Ja os analitos 6Ckine/CCL21, CXCL16, I-TAC/CXCL11, TARC/CCL17, SDF-
1/CXCL12, GCP-2/CXCL6, MIP-3B/CCL19, foram analisados no MILLIPLEX MAP Human
Cytokine/Chemokine/Growth Factor Painel B Magnetic Bead Panel (96 Plex) (MilliporeSigma),

seguindo as recomendacdes do fabricante.

No dia da analise as amostras de plasma foram descongeladas completamente e levadas ao

vortex por 5 min para posterior analise.
4.5.1.1 Preparacéao de reagentes para imuno ensaio Painel A e B:

Os reagentes foram aquecidos a temperatura ambiente (20-25 °C) antes do uso por 30min.
Posteriormente os frascos foram sonicados de forma individual por 30seg, seguido de um banho
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maria ultrassénico, e colocados no vortex por 1min antes do uso. Pra cada frasco individual dos 7
reagentes da placa B foram adicionados 60ul de cada anticorpo ao frasco de mistura, resultando em
um volume de 420ul. Ja para cada frasco individual dos 10 reagentes que foram analisados na placa
A, tambem foram adicionados 60ul de cada anticorpo ao frasco de mistura, resultando no volume
de 420ul.

4.5.1.2 Preparacéo do Controle de Qualidade Painel A e B:

Foi realizada uma reconstituicao do controle de qualidade 1 e 2 de ambas as placas com 250ul
de agua desionizada. Posteriormente os frascos foram investidos varias vezes para misturar e
levados ao vortex por 30seg e seguidos de um descaso por 10 min. Os controles reconstituidos
foram transferidos para 4 tubos de microfuga de polipropileno e armazenados até o uso.

4.5.1.3 Preparacéo do Wash Buffer (tampao de lavagem), Painel A e B:

Diluimos 60mL de Wash buffer com 540 mL de &gua desionizada, da placa A e
posteriormente da placa B resultando em um volume de 600ml de Wash Buffer (tampéo de
lavagem) para cada placa, reservando-os para uso.

4.5.1.4 Preparacdo do Sérum Matriz, Painel A e B:

Adicionamos 1mL de agua desionizada ao frasco contendo o sérum matriz liofilizado da
placa A e 1ImL de agua desionizada ao frasco contendo o sérum matriz liofilizado da placa B.
Passando posteriormente por uma agitagdo manual de 5min e um descanso de 10min para

reconstituicdo completa, para posterior uso.
4.5.1.5 Preparacédo do Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A Standard.

Reconstituimos o Standard (padréo) do painel A, adicionando 250ul de 4gua desionizada no
frasco invertendo o frasco varias vezes para misturar, colocando-o posteriormente no vortex por
10 segundos, e levando ao descanso por 10 minutos. Depois realizamos a transferéncia do padrdo
reconstituido para um tubo de microfuga de polipropileno para uso. Esse padrdo reconstituido foi
usado como Padréo 7. Posteriormente etiquetamos 6 tubos de microfuga de polipropileno Padrao
1 a Padréo 6, para iniciar os padrdes de trabalho. Apos a organizacdo dos padrdes foi adicionado
200uL de Buffer de Ensaio a cada um dos 6 tubos para iniciar a diluicdo em série. Foi adicionando
50uL do padréo reconstituido ao tubo Padrdo 6, passando por uma agitacdo manual e transferido

50uL do Padréo 6 para o tubo Padrdo 5, passando por uma agitacdo manual e transferido 50uL do
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Padrdo 5 para o tubo Padréo 4, passando por uma agitacdo manual e transferido 50uL do Padrdo 4
para o tubo Padréo 3, passando por uma agitagdo manual e transferido 50uL do Padrdo 3 para o
tubo Padrdo 2, passando por uma agitacdo manual e transferido 50uL do Padrdo 2 para o tubo
Padrdo 1 agitando manualmente. E o padréo de 0 pg/mL (Fundo) foi o Assay Buffer, prontos para

uso.
4.5.1.6 Preparacdo do Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel B Standard.

Antes de usar, reconstruimos os Standard do Painel B adicionando 250uL de 4gua deionizada
invertendo o frasco varias vezes para misturar, colocando-o posteriormente no vértex por 10
segundos e levando ao descanso por 10 minutos. Depois realizamos a transferéncia do padréo
reconstituido para um tubo de microfuga de polipropileno para uso. Esse padréo reconstituido foi
usado como o Padrdo 7. Posteriormente etiquetamos 6 tubos de microfuga de polipropileno Padréo
1 a Padrdo 6, para iniciar os padrdes de trabalho. Apos a organizacdo dos padrdes foi adicionado
150uL de Buffer de Ensaio a cada um dos 6 tubos para iniciar a diluicdo em série. Foi adicionado
50u L do padrdo reconstituido para o tubo Padrdo 6, passando por uma agitacdo manual e
transferido 50uL do Padrdo 6 para o tubo Padréo 5, passando por uma agitacdo manual e transferido
50uL do Padréo 5 para o tubo Padrdo 4, passando por uma agitacdo manual e transferido 50uL do
Padrdo 4 para o tubo Padréo 3 passando por uma agitacdo manual e transferido 50uL do Padrdo 3
para o tubo Padréo 2, passando por uma agitagdo manual e transferido 50uL do Padrdo 2 para o
tubo Padréo 1 agitando manualmente. E o padrédo de 0 pg/mL (Fundo) foi o Assay Buffer, prontos

para uso.
4.5.1.7 Producéo do Imunoensaio:

As placas foram organizadas de acordo como posicionamento dos padrdes de 0 a 7, controles
1 e 2, e amostras no mapa de distribuicdo das placas de 96 pocos cada, com configuracdo vertical

e colocadas a temperatura ambiente por 30min antes de iniciar o ensaio.

Foi adicionado 200uL de Wash Buffer (tampé&o de lavagem) em cada poco das placas A e B,
selando ambas com o selar de placas e levamos -as um agitador de micro placas MA 562 por 10
minutos a temperatura ambiente (20-25 °C). Decantamos o tampédo de lavagem, removendo a
quantidade residual de todos os pogos invertendo as placas e batendo-as suavemente em toalhas
absorventes. As placas foram alocadas em um ima portéatil de descanso (Cat. Nao. 40-285) por 60

segundos para permitir o assentamento completo das beads magnéticas. Seguido da remocao do
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contetdo do poco decantando suavemente as placas em um receptaculo de residuos apropriado e
batendo-as suavemente nas almofadas absorventes para remover o liquido residual. Prosseguindo
com a lavagem da placa, com 200uL de Wash Buffer removendo a placa do im4, adicionando Wash
Buffer, agitando por 30 segundos, recolocando ao im4, deixando as Beads assentar por 60 segundos
e removendo o conteldo do pogo conforme descrito anteriormente apds cada lavagem, de cada

placa por 3 vezes seguidas.

Apbs o processo de lavagem foi adicionado 25u L de cada Standard (padréo) 7 a 0 e Controle
1 e 2 nos pocos apropriados de ambas as placas. O Assay Buffer (tampéo de ensaio) foi usado para
0 padrdo de 0 pg/mL (Fundo). Pés alocar os controles e padrées em seus pocos, apropriado. Foi
adicionado 25uL de Assay Buffer da placa A aos pogos de todas as amostras da placa A e adicionado
25uL de Assay Buffer da placa B aos poc¢os de todas as amostras da placa B. Adicionando em
seguida 25uL de solucdo de matriz apropriada de cada placa ao fundo, nos padrdes e pocos de
controles da placa A e B. Apo0s a preparacdo inicial de ambas as placas para receber as amostras de
plasma, foi adicionado 25uL de plasma em duplicata, ou seja, 50ul de cada paciente do seu
momento pré e 50ul do seu momento pds intervencdo, nos po¢os apropriados seguindo 0 mapa de
identificacdo das amostras, em ambas as placas. Posteriormente foi adicionado 25ul de Beads
(cotas de mistura ou pré-misturas) a cada pogo da placa A e da placa B com sua respectiva Beads,
agitando as Beads antes da adi¢do para evitar sedimentacdo. Apds os procedimentos de lavagem,
preparacgdo das placas e alocagdo das amostras de plasma e de Beads, as placas A e B foram seladas
com os seladores de placa, e enroladas com papel aluminio e incubadas com agitacdo em um
agitador de pratos durante a noite por 18 horas a 2-8 °C. Visto que a incubacdo noturna pode

melhorar a sensibilidade do ensaio para alguns analitos.

No dia seguinte, apés 18h de incubacéo, os seladores de placa foram removidos para o
processo de remogdo do conteddo dos pogos e lavagem das A e B. As placas foram alocadas em
um ima portatil de descanso (Cat. Ndo. 40-285) por 60 segundos para permitir o assentamento
completo das beads magnéticas. Seguido da remogéo do conteido do po¢o decantando suavemente
as placas em um receptaculo de residuos apropriado e batendo-as suavemente nas almofadas
absorventes para remover o liquido residual. Prosseguindo com a lavagem da placa, com 200uL de
Wash Buffer removendo a placa do ima, adicionando Wash Buffer, agitando por 30 segundos,
recolocando ao ima, deixando as Beads assentar por 60 segundos e removendo o conteido do poco

conforme descrito anteriormente apds cada lavagem, de cada placa por 3 vezes seguidas. Apos todo
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o ciclo de lavagem de ambas as placas, foi adicionado 25uL de Anticorpos de Detecgéo aquecido
a temperatura ambiente, em cada pogo. Selando-as posteriormente com os seladores de placa e
envolvendo-as com papel aluminio e as incubando com agitacdo um agitador de micro placas MA

562 por 1 hora a temperatura ambiente (20-25 °C).

Apos incubacdo foi adicionado 25ulL de Streptavidin-Phycoerythin a cada pogo de ambas as
placas contendo os 25uL de Anticorpos de Deteccédo. Selando-as com o selador de placas, as
envolvendo em papel aluminio e incubando-as em novamente no agitador de micro placas MA 562
por 30 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C). Em seguida foram removidos os conteddos
dos pocos através da lavagem. As placas foram alocadas novamente em um ima portéatil de
descanso (Cat. Nao. 40-285) por 60 segundos para permitir o assentamento completo das beads
magnéticas. Seguido da remocdo do conteudo do po¢o decantando suavemente as placas em um
receptaculo de residuos apropriado e batendo-as suavemente nas almofadas absorventes para
remover o liquido residual. Prosseguindo com a lavagem da placa, com 200uL de Wash Buffer
removendo a placa do imd, adicionando Wash Buffer, agitando por 30 segundos, recolocando ao
imd, deixando as beads assentar por 60 segundos e removendo o conteido do pogco conforme

descrito anteriormente apds cada lavagem, de cada placa por 3 vezes seguidas.

Apos o ultimo ciclo de lavagem, foi adicionado 150uL de Sheath Fluid PLUS (Fluido de
Bainha PLUS) em todos os pogos da placa A e B. Ressuspendendo as Beads de ambas as placas
no agitador de micro placas MA 562 por 5 minutos. Por fim as placas foram lidas no instrumento
Luminex® 200™ MAGPIX® com o software XPONENT® no mesmo dia. Foram salvos e
analisados os dados da Intensidade Fluorescente Média (MFI) usando um método de ajuste de

curva logistica para calcular as concentragdes dos analitos nas amostras.

4.6 AvaliacGes Secundarias
4.6.1 Histologia

O material bioldgico coletado, proveniente de biopsias oncologicas ou de pecas cirargicas
obtidas por mastectomia ou quadrantectomia, foi fixado em formalina tamponada e incluido em
parafina. Posteriormente, as laminas coradas com hematoxilina e eosina foram revisadas pelo

patologista responsavel no Caism.
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4.6.2 Preparacgdo do material para imunoistoguimica

O processo de preparacao das laminas seguiu as seguintes etapas: as laminas foram hidratadas
em alcool etilico em concentracBes decrescentes (100, 80 e 50%) e lavadas com agua destilada
corrente. A atividade da peroxidase enddgena € bloqueada com trés banhos, cada um com duracéo

de 3 minutos, em &gua oxigenada a 10 volumes, seguidos de lavagem em agua corrente e destilada.

Para recuperacdo antigénica, foi utilizado o sistema de panela a vapor Pascal Dako, com o
objetivo de "desmascarar” os antigenos. As laminas foram imersas em tampéo citrato de sodio pH
6,0 (10 mM) a 95°C durante 30 minutos, seguidas por resfriamento em temperatura ambiente por
20 minutos e lavagem em agua corrente e destilada. Apds essa etapa, os cortes histologicos foram
incubados em camara Umida com anticorpo primario especifico (Ki67: clone MIB-1, Dako) nas

diluicBes preconizadas pelo fabricante, a 4°C, overnight.

Apbs a incubacdo, as laminas foram lavadas trés vezes em solucdo salina tamponada com
fosfato pH 7,4 a 7,6 (PBS), sob agitacdo e secadas. Como sistema de detecgéo, as laminas foram
incubadas com ADVANCE™ HRP Detection System (Dako) a 37°C durante uma hora e, em
seguida, submetidas a trés lavagens em PBS sob agitacdo. A revelacdo é realizada com substrato
cromogénico DAB (3'-diaminobenzidine, SIGMA, cbédigo D5637) a 37 °C durante 5 minutos.
Finalmente, as laminas foram lavadas em agua corrente e contra-coradas com hematoxilina de
Harris por 30 a 60 segundos. Os cortes foram desidratados em banhos de &lcool etilico em
concentragOes crescentes, diafanizadas em trés banhos de xilol, e, em seguida, montadas em
laminula e resina (Entellan). Controles internos e externos positivos e negativos serdo utilizados

para validar as reacdes.
4.6.3 Deteccao e interpretacéo dos resultados da imunoistoquimica

Para a andlise do Ki67, é contada a porcentagem de nudcleos corados com intensidade
moderada e forte. Os cortes parafinizados com 4 um de espessura sdo analisados utilizando o

protocolo para sondas Kreatech®.

Os cortes foram desparafinizados em xilol e desidratados em uma série de alcoois, sendo
deixados para secar em temperatura ambiente. Posteriormente, os cortes foram incubados em
pepsina 0,008% e lavados em tampdo PBS. Em seguida, foram incubados em formaldeido e

lavados novamente em PBS. Ap0s esse procedimento, os cortes foram incubados em proteinase K
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0,25 mg/mL e lavados duas vezes em SSC. Posteriormente, os cortes foram desidratados em uma

série de alcoois e deixados secar em temperatura ambiente.

Em seguida, os cortes foram desnaturados em formamida a 70% e desidratados novamente
em uma série de alcoois. E aplicado o corante DAPI (0,3 pg/mL, Vectashield) nas areas

selecionadas para a contra colorag¢do dos nucleos.

4.7 Composicao corporal - Absorciometria de raios X de dupla energia (DXA)

A composicdo corporal foi avaliada por DXA usando-se equipamento GE Lunar DPX-NT,
Lunar, Madison, WI, USA. Essa avaliacdo foi realizada procedendo a varredura total do corpo da
paciente, com exposicdo a dois diferentes niveis de energia, 70 e 140 kilovolts (GENTON et al.,
2002), seguindo as recomendacbes da Sociedade Internacional de Densitometria Clinica
(International Society for Clinical Densitometry — ISCD) (LEWIECKI et al., 2008a, 2008b).

4.8 Avaliacdo da forca muscular — Teste de uma repeticdo maxima (1-RM)

A forca muscular foi avaliada por meio do teste de uma repeticdo méaxima (1-RM) seguindo
as descricbes da ASEP (Brown & Weir, 2001). O teste foi realizado no exercicio no Leg Press
horizontal (EDGE, Movement, Pompeia, Sdo Paulo, Brasil). Antes do teste é realizada uma sessédo
de familiarizacdo, na qual as posicdes dos pés e a amplitude de 90° de flexdo dos joelhos séo
estabelecidas e anotadas para cada participante para garantir 0 mesmo posicionamento nos testes
posteriores. Antes dos testes, as participantes realizam um agquecimento geral de cinco minutos na
bicicleta ergométrica e posteriormente, um aquecimento especifico que consiste em uma série de

10 repeticdes a 50% de 1-RM estimado e uma série de trés repeticdes a 70% de 1-RM estimado.

Apos o aquecimento especifico, um intervalo de trés minutos e concedido, antes de as
pacientes se submeterem ao teste. O teste foi realizado com o intuito de obter a maxima quantidade
de peso que a participante consegue levantar em um ciclo completo (flexdo-extensdo da articulacéo
dos joelhos, amplitude total de 90°). O nimero total de tentativas para determinar o valor de 1-RM
em cada teste, ndo € maior que cinco. Entre as tentativas houve um intervalo de trés minutos.

Durante a execugdo do movimento o avaliador fornece encorajamento verbal.
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4.9 Aptidao cardiorrespiratdria — Teste de consumo méaximo de oxigénio (VO2max)

Para avaliacdo da aptiddo aerobia as participantes realizaram um teste incremental em uma
bicicleta ergométrica para membros inferiores (CG-04, Inbramed, Porto Alegre, Brasil). O
protocolo tem a carga inicial de 10W com aumento de 10W a cada minuto até a exaustdo voluntaria
da participante ou até que a participante ndo consiga manter a cadéncia de 60-75 rpm por mais que
cinco segundos (CONCEICAO et al., 2019). Ao final de cada estagio, as participantes informavam
a percepcdo subjetiva de esforco (BORG, 1970). Durante todo o teste as participantes tiveram a
ventilacdo e as trocas gasosas (respiracdo a respiracdo) coletadas por meio de um sistema
metabdlico de andlise de gases (Quark CPET, Cosmed, Roma, Italia). A partir desse teste foram
identificados os marcadores de capacidade e de poténcia aerdbia que sdo utilizados tanto para
avaliar a efetividade do programa de treinamento na aptidao aerdbia assim como para a prescri¢éo

da intensidade do treinamento aerdbio.

Para tanto, é considerado como marcador de capacidade aerdbia o ponto de compensagéo
respiratoria (PCR), que é identificado como a carga correspondente a quebra na linearidade da
relacdo entre ventilacdo e producdo de dioxido de carbono (VCO2) ( (BEAVER et al., 1986;
MEYER et al., 2004; SIMON et al., 1983). Essa identificacdo foi realizada de forma independente
por dois avaliadores experientes, em caso de discordancia um terceiro avaliador sempre era
consultado. Como marcador da poténcia aerdbia foi utilizado o consumo de oxigénio pico (VOzpico)
e a poténcia aerébia maxima (PAM). O VOgzpico é considerado a maior média de 30 segundos
(valores médios a cada segundo) medido ao final do teste. A determinacdo da PAM € considerada
a poténcia maxima atingida no teste, quando a participante ndo finalizar o estagio de um minuto, a
poténcia € relativizada de acordo com o tempo de permanéncia no estagio (PAM = poténcia no
ualtimo estagio + (15 watts x tempo no Gltimo estdgio / 60 segundos). Para assegurar que as
voluntarias realizaram esforco maximo no teste, sdo adotados pelo menos dois dos trés critérios a
seguir: (1) razdo de trocas respiratorias maior que 1,0; (2) frequéncia cardiaca maxima (FCmax)
maior que 90% do méaximo predito para a idade (HOWLEY; BASSETT; WELCH, 1995); (3)
percepcao subjetiva de esfor¢co maior ou igual a 16. Além disso, ao longo de todo o teste, a saude
cardiovascular da paciente € monitorada através de um eletrocardiograma acompanhado por um

médico responsavel.
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5. Protocolo de Exercicio
5.1 Treinamento combinado

A prescri¢do do protocolo de TC estd embasada nas diretrizes do American College Sports
Medicine (“ACSM’s Guidelines for Exercise Testing and Prescription”, [s.d.]). A sessdo de
exercicio iniciava com um aquecimento de 5 minutos na bicicleta ergométrica, com intensidade
correspondente a 40% da velocidade do VO2max. Logo em seguida, foi executado o protocolo de
TF com cinco exercicios (leg press, supino reto, cadeira extensora para extenséao de joelho, puxador

dorsal e flexdo de joelho na cadeira flexora).

As participantes realizaram de trés a quatro séries, com oito a doze repeti¢cdes, mantendo um
intervalo de dois minutos entre as séries. A carga foi progressivamente aumentada em 5% sempre
que a voluntaria conseguia completar as trés séries com 12 repeti¢cbes, ou mais, em qualquer

exercicio.

Logo apds o TF, as participantes realizavam o TA na bicicleta ergométrica. Inicialmente, as
participantes realizavam um aquecimento de cinco minutos a 50% do PCR. Em seguida, 0 TA
consistiu em completar trés séries de dois minutos realizados no Delta 50% (é acrescida a carga da
poténcia aer6bia maxima 50% do valor da diferenca da carga entre a poténcia aerébia maxima e o
PCR; aproximadamente 90% do VVO2max), com intervalo de dois minutos de recuperagéo ativa (20%
do PCR). Apos a Ultima série, é realizado cinco minutos de relaxamento a uma intensidade de 20%
do PCR.

6. Analise Estatistica

Para verificar a normalidade dos dados em cada variavel dependente, foi utilizado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Apos a detec¢do das caracteristicas ndo normais, utilizamos o teste
ndo paramétrico de Wilcoxon com intuito de comparar cada citocina/quimiocina pré e pés a sessao
de treinamento para todas as pacientes. Na tentativa de homogeneizar a amostra, realizamos
também uma comparacgdo pre e pos sessao de exercicio apenas com nove pacientes, todas de um
tipo de tumor (Luminal e ndo luminal HER2+). Foi adotado o valor de significancia de P < 0,05 e
os dados das variaveis dependentes principais sdo apresentados como mediana e amplitude

interquartil e percentual de modificacdo entre pré e pos através de seguinte formula: Delta
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percentual= (pds-pré)/pré*100. A caracteristica da amostra é apresentada em média e desvio
padrdo. Essas analises foram conduzidas com o SPSS versao 24.0 (SPSS).
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7. Resultados

Uma vez iniciada a coleta de dados, absolutamente todas as novas pacientes que deram
entrada no ambulatoério de oncologia do CAISM foram triadas para possivel participacdo no estudo.
Sendo assim, durante o periodo de mestrado, passaram pelo ambulatorio 615 pacientes, sendo que
121, apesar de atender aos critérios de inclusdo, apresentaram indisponibilidade para realizar o
projeto, sendo excluidas. Outros 494 casos apresentaram critérios de exclusdo. E importante
salientar que, entre 494 casos excluidos, 35 foram indicadas para cirurgia up front e 14 tabagistas,
haviam sido excluidas, pois as altera¢cdes no comité de ética em pesquisa (CEP) ainda ndo haviam
sido aprovadas. Apos essas alteracdes, as pacientes que tinham indicacdo de cirurgia up front e
tabagistas foram incluidas. Dessa forma 13 pacientes foram incluidas no projeto e realizaram as

avaliacdes e uma sessdo de TC. A figura 2 detalha o fluxo de pacientes na pesquisa.

JUNHO DE 2023 -
ATENDIMENTO MASTOLOGIA
TRIAGEM - CAISM NOVEMBRO DE 2024

602
1 PACIENTES |

/ EXCLUIDAS 119 Benignos; 23 Outras doengas; 32

Qutros tipos de cancer; 35 Cirurgia; 60
llf Em tratamento; 1 Gestante: 12 Homens;
/ 61 Incapacidade fisica; 2 Idade; 121
/ Indisponibilidade; 23 Metastase; 14
/ Tabagistas; 17 Pessoas treinadas; 13 Nao
compareceu a consulta; 9 in situ; 60

/ Recidiva.

/
!
/
/
615 13
3 _ | PACIENTES
Pacientes INCLUIDAS J

FIGURA 2. Fluxo de pacientes no projeto.

7.1 Caracteristicas das pacientes

Treze pacientes participaram do estudo e os registros médicos das pacientes foram revisados
para analise das caracteristicas fisicas, sociodemogréaficas e do tumor. A tabela 1 apresenta as

caracteristicas das pacientes participantes. Nessa tabela, observa-se que as pacientes possuem
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obesidade (Grau I, IMC= 31,7) e sdo adultas jovens. Trés pacientes eram fumantes, e seis estavam

na menopausa. 12 pacientes tinham Carcinoma ductal invasivo e uma paciente possuia Carcinoma

lobular invasivo. Trés pacientes apresentaram tumor luminal HER2 negativo, nove pacientes

apresentaram luminal e ndo luminal HER2+ e uma paciente apresentou tumor triplo-negativo. Oito

pacientes ndo apresentaram linfonodos positivos, enquanto as outras 5 apresentaram um ou mais

linfonodos positivos. Nenhuma paciente apresentou metéastase.

TABELA 1. Caracteristicas fisicas (médiat+DP), clinicas e do tumor das pacientes incluidas no estudo.

Continua

Variaveis N 13
Peso (Kg) 80,5+14,46
Altura (m) 1,60+45,02
IMC (Kg/m) 31,745,97
Idade (anos) 49+5,88
Tabaco
Sim 3
Né&o 10
Estado Menstrual
Menopausa 6
Menacme 7
Tipo Histologico
Carcinoma ductal invasivo 12
Carcinoma lobular invasivo 1
Grau histoldgico
Escore 1 1
Escore 2 10
Escore 3 2
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TABELA 1. Caracteristicas fisicas (médiaxDP), clinicas e do tumor das pacientes incluidas no estudo.

Concluséo

Variaveis N 13

Subtipo imunoistoquimico

Luminal HER2 negativo 3
Luminal e ndo luminal HER2+ 9
Triplo negativo 1

Estagio da doenga

Tumor primario (T)v

T1 3
Tlc 3
T2 6
T4d 1

Linfonodos Regionais (N)

NO 8
N1 3
N2 1
N3 1

Metastase a distancia (M)

MO 0

Escore2 (10% a 75% da area tumoral formando estruturas glandulares / tubulares); Escore3 (<10% da area tumoral formando
estruturas glandulares / tubulares). T1= tumor tem até 2cm de diametro; T2= tumor tem entre 2cm e 5¢cm de didmetro; T3= tumor
tem mais de 5¢cm; T4 (Inclui T4a, T4b, T4c e T4d) = tumor de qualquer tamanho e invadiu o torax ou a pele, inclui o cancer de
mama inflamatério. NO= linfonodos préximos estdo livre; N1=tumor se disseminou para 1 ou 3 linfonodos axilares e/ou mamarios
internos; N2= tumor se disseminou para 4 ou 9 linfonodos axilares ou para linfonodos mamarios internos; N3 (Inclui N3a, N3b,
N3c): N3a= O tumor se disseminou para 10 ou mais linfonodos axilares, com pelo menos uma area de cancer disseminada maior
que 2mm; ou, o tumor se disseminou para os linfonodos infraclaviculares com pelo menos uma area de cancer maior que 2mm;
N3b= o tumor ¢é encontrado em pelo menos um linfonodo axilar com pelo menos uma area de disseminagdo de cancer maior que
2mm e aumentou os linfonodos mamarios internos; ou o tumor se disseminou para 4 ou mais linfonodos axilares com pelo menos
uma area de disseminagdo maior que 2mm e pequenas quantidades sdo encontradas nos linfonodos mamarios internos; N3c= O
tumor se disseminou para os linfonodos claviculares, com pelo menos uma area maior do que 2 mm.MO= auséncia de metastase a
distancia.
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A tabela 2 apresenta os dados das caracteristicas de composicao corporal e condicionamento
fisico de pacientes incluidas no estudo. Foi observado que as pacientes possuem um percentual de
gordura de 44,3%, sendo, portando, considerado obesidade. O teste de forca muscular, 1-RM,
revelou uma média de 96,36kg. Em relacdo as variaveis de aptidao aerdbia, foi observado que a
amostra apresentou um consumo maximo de oxigénio foi 20,64 mL.kg*.min, a poténcia no teste
de consumo maximo de oxigénio foi de 102,31, a poténcia no ponto de compensacéo respiratdrio

foi de 77,69 watts, e o tempo de teste foi de 9:40 minutos.

TABELA 2. Média e desvio padrdo (média+DP) dos dados de avaliacdo da composicédo corporal, da forca
muscular e da aptiddo aerdbia das pacientes incluidas no estudo.

Variaveis (N=13) Meédia (£DP)
%Gordura 44,3 (£7,85)
Massa corporal total (Kg) 78,7 (£14,2)
Massa Livre de gordura (Kg) 44,1 (¢4,2)
1-RM (Kg) 96,36 (+24,1)
VOomax(mL.kgt.min?) 20,64 (£3,02)
PAM 102,31 (+23,14)
PCR (watts) 77,69 (+£16,90)
T-teste (min:seg) 9:40 (+1:48)

% Gordura = percentual de tecido de gordura corporal; 1RM(Kg)= Teste de uma repeti¢do maxima; VO2méax= Consumo maximo
de oxigénio; PAM= Poténcia aer6bica maxima; PCR= Ponto de compensagao respiratoria; T-teste= minutos de duracéo do teste.

Os dados apresentados na tabela 3 referem-se as caracteristicas do tumor, (%) de Ki67, (%)
receptores de estrogénio e (%) progesterona das pacientes incluidas no estudo com efeito agudo.
Para Ki67 foi observada uma média de 25, receptores de estrogénio 90 e receptores de progesterona
80.
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TABELA 3. Média e desvio padrdo (médiatDP) dos dados de Ki-67 e receptores de estrogénio e

progesterona das pacientes do estudo.

N=13 MédiatDP
KI67 (%) 25,0 (+21,3)
Receptor de estrogénio 90 (£17,3)
Receptor de progesterona 80 (£33,1)

N= ndmero de pacientes

Os dados apresentados na tabela 4, referem-se as concentracdes de citocinas e quimiocinas
inflamatdrias, homeostaticas e com dupla funcéo (inflamatorias e anti-inflamatérias). Em relacéo
as citocinas e quimiocinas IL-1B, GCP-2/CXCL6 e, MIP-1a. /CCL3, que sdo pro-inflamatdrias, ndo
foi observado uma diferencga significante no momento pdés, apesar de termos observado uma
modificacdo percentual com a intervencdo (A%= -27,58, 19,30 e -21,27, respectivamente). Em
relacdo a IL1-RA, classificada como anti-inflamatéria, apesar de ndo ter sofrido uma modificacao
significante no momento p6s TC comparado ao momento pré foi possivel observar uma diminuicao
percentual apés a intervengdo com o TC (A% -26,44). Em relagéo a concentracdo MIP-33/CCL19,
considerada de dupla funcdo, ndo foi observado uma diferenca significativa no momento pds em
relacdo ao momento pré, apesar do aumento percentual observado (A%= 1,33). Outras quimiocinas
como MDC/CCL22, TARC/CCL17, CXCL16, que apresentam caracteristica de dupla funcéo,
também ndo sofreram modificacdes significantes no momento p6s TC em relacdo ao momento pré.
Porém, foi notorio a redugdo dos marcadores MDC/CCL22 e CXCL16 p6s o TC (A%= -23,49, -
7,86, respectivamente), além de um ligeiro aumento do marcador TARC/CCL17, ap0s a
intervencdo de TC (A%= 14,56).



45

TABELA 4. Mediana, amplitude interquartil e o delta percentual (variacdo média) entre pré e pos dos dados

de citocinas e quimiocinas anti-inflamatdrias, pro inflamatorias e de dupla fungéo, das treze pacientes.

N=13 Pré Pos Delta (A%) P

Mediana (AIQ) Mediana (AIQ)

Anti-inflamatérias

IL-1RA 10,46 (5,76) 7,69 (3,75) -26,44 0,484

Inflamatorias

GCP-2/CXCL6 30,56 (31,18) 36,46 (32,05) 19,30 0,249
MIP-1c, /CCL3 9,57 (17,23) 7,53 (23,77) 21,27 1,000
IL-1B 3,67 (2,98) 2,66 (6,42) -27,58 0,735

Dupla Funcéo

TARC/CCL17 17,09(50,81) 19,58 (11,22) 14,56 0,249
MIP-3B/CCL19 117,92 (52,90) 119,92 (67,76) 1,33 0,241
CXCL16 1064,80 (632,25) 981,09 (649,45) -7,86 0,221
MDC/CCL22 601,82 (246,77) 460,44 (128,39) -23,49 0,878

N= nUmero de pacientes.

A figura 3 apresenta os dados da concentragdo das citocinas e quimiocinas circulantes
inflamatorias, anti-inflamatdrias e de dupla funcdo. A Figura 3A mostra que a concentracdo da
IL8/CXCLS8 (inflamatdria) no momento pos TC (0,68 (0,231)), ndo foi significativamente diferente
(p=0,441) em relacdo a concentracdo observada no momento pré TC (0,92(1,140), A%= -26,65).
A figura 3B apresenta que a concentracdo IFN-y (inflamatdéria) no momento pos TC (15,44
(21,64)), néo foi significativamente diferente (p=0,953) em relagéo a concentragcéo observada no
momento pré TC (3,76 (23,35), A%= 310,50). A figura 3C, mostra que a concentracdo da IP-
10/CXCL10 (dupla funcdo), no momento pos TC (143,87(103,37)), ndo foi significativamente
diferente (p=0,241) em relac¢do a concentragdo observada no momento pré TC (148,74 (214,89),
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A%=-3,27). A concentracdo de MCP-1/CCL2 (inflamatédria), na figura 3D no momento pds TC
(92,97(58,09)), ndo foi significativamente diferente (p=0,508), em relacdo a concentragdo
observada no momento pré TC (72,96 (69,88), A%= 27,43). A figura 3E, demonstra que a
concentracdo da TNF-o (inflamatéria) no momento pos TC (7,09 (6,88)), ndo foi
significativamente diferente (p=0,333), em relacdo ao momento pré TC (5,22 (7,83)). Entretanto,
pudemos observar um aumento percentual deste marcador pos o TC (A%= 35,82). A concentracao
da I-TAC/CXCL11 (dupla funcéo) representado na figura 3F, demonstrou que no momento pos
TC (59,16 (57,98)), ndo foi significativamente diferente (p=0,807), em relacdo a concentracao
observada no momento pré TC (48,39 (98,66)), apesar de uma modificacdo percentual de A%=
22,24. A figura 3G, demonstra que a concentracdo SDF-1/CXCL12 (inflamatoria), no momento
pos TC (3788,83 (1191,49)), ndo foi significativamente diferente (p=0,861) em relacdo a
concentracdo observada no momento pré TC (4045,01 (903,10)). Contudo, pudemos observar a
reducdo deste marcador pés o TC (A%= -6,33). A figura 3H, mostra que a concentracdo da
MIG/CXCL9 (anti-inflamat6ria), no momento pés TC (2005,12 (1592,32)), ndo foi
significativamente diferente (p=0,241) em relacdo a concentracdo observada no momento pré TC
(3065,26 (2148,95)), apesar de uma reducao percentual grande (A%=-34,58). A figura 31, mostra
que a concentracdo da 6CKine/CCL21 (dupla funcdo), no momento pés TC (568,21 (714,53)),
pode-se observar um aumento (p=0,028) em relacdo a concentra¢do observada no momento pré TC
(525,47 (569,13), A%= 8,13).
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FIGURA 3. Mediana e amplitude interquartil das citocinas e quimiocinas circulantes inflamatorias,

anti-inflamatorias e de dupla fungdo (inflamatorias e anti-inflamatorias), nos momentos pré e pos

sessdo aguda de TC de treze pacientes.

Na tentativa de tornar a amostra menos heterogénea, analisamos os resultados das citocinas

e quimiocinas de nove pacientes que possuem o mesmo tipo de tumor (luminal e ndo luminal

HER2+). Apesar da tentativa, nenhuma alteracéo significante foi observada para as citocinas e

quimiocinas IL-1B, GCP-2/CXCL6 e, MIP-1a /CCL3, que sdo inflamatorias, no momento pds em

relacdo ao pré, embora uma diminuicao percentual da concentracdo das citocinas e quimiocinas IL-
1B e GCP-2/CXCL6 no momento pos TC (A%=-26,09 e -11,98, respectivamente), e aumento no

percentual da concentragdo da quimiocinas MIP-1a /CCL3 no momento pés TC (A%= 30,57),
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tenha acontecido. Outros marcadores, como TNFa, IFN-y, MCP-1/CCL2, IL8/CXCL8 e SDF-
1/CXCL12, que sdo inflamatorias, ndo apresentaram modificacdo significante no momento pds em
relacdo ao pré. Contudo, é possivel notar uma diminuicdo percentual das concentracdes das
citocinas e quimiocinas TNFa, IFN-y, MCP-1/CCL2 e SDF-1/CXCL12 com a intervengdo com o
exercicio (A%=-4,70, -74,67, -36,44 e -5,54). J4 IL8/CXCLS8 se manteve estavel pés TC (A%= 0).
Nos marcadores anti-inflamatorios, IL-1IRA e MIG/CXCL9 ndo apresentaram modificacdo
significante com o exercicio (A%=-1,49, A%=-31,68, respectivamente). Entre as quimiocinas de
dupla fungdo, IP10/CXCL10, MIP-3B/CCL19 e 6CKINE/CCL21, néo foi observado uma diferenca
significante no momento p6s em relacdo ao pré. Entretanto, apesar de ndo ser significante, é
possivel observar que houve um aumento percentual das concentracdes das quimiocinas
IP10/CXCL10 e 6CKINE/CCL21 no momento pos TC (A%=32,59 e 10,78), além de uma
diminuigdo percentual na concentragdo MIP-33/CCL19 apds TC (A%= -2,97). Nas quimiocinas
ITAC/CXCL11, CXCL16, MDC/CCL22 e TARC/CCL17, que séo de dupla funcdo, também néo
foi observado uma diferenca significante no momento p6s em relacdo ao pré. Contudo, apesar de
ndo ser significante, é possivel observar que houve um aumento percentual da concentracdo das
quimiocinas ITAC/CXCL11, MDC/CCL22 e TARC/CCL17 no momento pés TC (A%= 6,40,
33,98 e 9,30), além de uma diminuic¢do no percentual da concentracdo da quimiocinas CXCL16 no
momento p6s TC (A%= -8,66).

TABELA 5. Mediana, amplitude interquartil e o delta (variagdo média) entre pré e pos e valor de p, dos
dados de citocinas e quimiocinas circulantes anti-inflamatérias, pr6 inflamatorias e de dupla funcéo

(inflamatorias e anti-inflamatorias) de nove pacientes com mesmo subtipo imunoistoquimico (luminal e ndo
luminal HER2+).

Continua

N=9 Pré Pos Delta (A%) P
Mediana (AIQ) Mediana (AlIQ)

Anti-inflamatérias

IL-1RA 11,05 (6,10) 10,89 (8,34) -1,49 0,866
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TABELA 5. Mediana, amplitude interquartil e o delta (variagdo média) entre pré e pos e valor de p, dos
dados de citocinas e quimiocinas circulantes anti-inflamatdrias, pré inflamatorias e de dupla fungédo

(inflamatorias e anti-inflamatdrias) de nove pacientes com mesmo subtipo imunoistoquimico (luminal e ndo

luminal HER2+).

Concluséo
Pre Pos
N=9 Mediana (AIQ) Mediana (AIQ) Delta (A%) P

Anti-inflamatorias
MIG/CXCL9 1925,43 (847,19) 2535,48 (1612,36) 31,68 0,612
Inflamatdrias
IL-1B 6,4 (6,20) 4,73 (3,73) -26,09 0,463
TNFo 7,44 (12,09) 7,09 (3,65) -4,70 0,575
IFN-y 24,07 (55,91) 6,09 (75,43) -74,67 0,600
MIP-10. /CCL3 8,03 (7,13) 10,48 (6,7) 30,57 0,753
GCP-2/CXCL6 34,72 (46,07) 30,56 (28,54) -11,98 0,678
IL8/CXCL8 0,71 (1,29) 0,71 (0,35) 0 0,310
MCP-1/CCL2 115,37 (51,83) 73,33 (64,64) -36,44 0,735
SDF-1/CXCL12 3742,06 (1047,8) 3534,74(799,59) -5,54 0,86
Dupla Funcéo
ITAC/CXCL11 50,46 (60,73) 53,69 (37,02) 6,40 0,859
TARC/CCL17 20,63 (10,67) 22,55 (23,89) 9,30 0,678
MDC/CCL22 485,33 (117,54) 650,27 (326,54) 33,98 0,499
IP10/CXCL10 182,25 (135,59) 241,67 (221,13) 32,59 0,499
MIP-3B/CCL19 121,53 (22,0) 117,92 (28,43) -2,97 0,767
6CKINE/CCL21 418,3 (264,56) 463,42 (643,87) 10,78 0,767
CXCL16 1442,46 (961,77) 1317,41 (1009,22) -8,66 0,110

N= nUmero de pacientes.
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8. Discussao:

O presente estudo teve como objetivo investigar o efeito de uma sesséo de TC, realizado
antes do tratamento oncoldgico, na secrecdo e regulacao das citocinas e quimiocinas, em pacientes
com cancer de mama. Foi hipotetizado que o TC poderia induzir uma diminui¢do de citocinas
inflamatérias como TNF-a, reduzindo, consequentemente quimiocinas pré-inflamatorias e
aumentando a secre¢do de quimiocinas anti-inflamatorias. Nesse sentido, esse estudo confirmou
de maneira parcial a hipotese. Como principal achado, foi demonstrado que a quimiocina CCL21,
considerada de dupla fungéo, apresentou um aumento da sua concentracdo de maneira significante.
Além disso, apesar de ndo ter sido observado uma alteracdo estatisticamente significante, é possivel
sugerir que quimiocinas anti inflamatérias, bem como a MIG/CXCL9, apresentaram maior
concentracdo apos a realizacdo de uma sessdo de TC. Com isso, é possivel sugerir que a realizagédo
de varias sessfes de exercicio fisico, podem ocasionar uma modificacdo do perfil inflamatorio,
diminuindo a pré inflamacéo de pacientes com cancer de mama, quando um protocolo de exercicio

fisico for realizado antes do tratamento, induzindo um potencial efeito protetor nessas pacientes.

As guimiocinas pré-inflamatoérias desempenham papel crucial no microambiente tumoral,
promovendo inflamacéo, recrutamento de células imunes e, potencialmente, contribuindo para o
crescimento e progressao do tumor de mama. Entre os marcadores avaliados, a 6CKine/CCL21
(dupla funcéo) apresentou resultados distintos quando analisada com a amostra completa de 13
pacientes e com o grupo reduzido de 9 pacientes com tumores do mesmo subtipo (luminal e néo
luminal HER2+). Na analise com 13 pacientes, houve um aumento significante da concentracéo de
6CKine/CCL21 no momento p6s TC, enquanto na analise com 9 pacientes, 0 aumento percentual
foi semelhante, mas perdeu significancia estatistica. Essa diferenca pode ser atribuida ao maior

tamanho amostral no primeiro caso, 0 que aumentou o poder estatistico.

Na analise com nove pacientes com o0 mesmo tipo de tumor, apesar da homogeneidade do
subtipo tumoral, a variabilidade nos dados permaneceu alta, dificultando a deteccdo de
significancia. A 6CKine/CCL21 é uma quimiocina que pode contribuir para a progressdo tumoral
ao facilitar a migragédo de células dendriticas e linfocitos para locais de inflamacéo ou linfonodos,
promovendo um estado inflamatério cronico, favoravel ao crescimento do tumor e a evasao
imunolégica. Além disso 6CKine/CCL21 apresenta uma relacéo estreita com a metastase linfatica.

Esse processo ocorre por meio da ligagdo de 6CKine/CCL21 ao receptor CCR7, causando a
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estimulacéo da polimerizag&o de actina intracelular, facilitando a disseminacéo de células tumorais
para os linfonodos e promovendo a formag&o de novos vasos linfaticos no microambiente tumoral
(RIZEQ; MALKI, 2020). Esse mecanismo de linfangiogénese causado pelo tumor ajuda a criar
caminhos para que as células cancerigenas migrem para locais distantes, aumentando o risco de
metastase. Além disso, foi demonstrado recentemente que o eixo CCL21/CCR7 est4 envolvido na
imunogenicidade e migracdo de células tumorais, sendo um fator significativo na progresséo da
doenca e um alvo potencial para intervengdes terapéuticas em cancer que utilizam vias linfaticas
para disseminacdo (CHEN et al., 2020). Dessa forma o aumento da CCL21observado no momento
p6s-TC pode ser considerado desfavordvel, uma vez que altos niveis de CCL21 estdo associados a
manutencdo de um microambiente tumoral imunossupressor e pré-tumorigénico. Contudo, vale
ressaltar que os dados foram apresentados em mediana, devido a distribuicdo ndo normal do
conjunto de dados. Se os dados apresentassem distribuicdo normal e analisdssemos a média do
conjunto de dados, poderiamos observar uma reducao da concentragcdo no momento pds exercicio.
Essa reducédo evidenciada apds uma sessdo aguda de exercicio, sugere que a 0 TC pode atenuar
processos inflamatdrios e reduzir a sinalizacdo pré-metastatica, uma vez que 0 6CKine/CCL21 esta
associado a disseminacdo de células tumorais através do sistema linfatico. Ao reduzir o nivel de
6CKine/CCL21, o exercicio contribui para diminuir a capacidade de invasdo e metastizacdo das
células cancerigenas, proporcionando uma melhoria potencial no prognéstico e aumentando a
qualidade de vida dos pacientes. Nesse sentido, é plausivel sugerir a verificacdo da concentracao

de outras citocinas/quimiocinas para uma conclusdo mais assertiva.

Em relacdo as demais citocinas e quimiocinas que apresentam caracteristicas estreitamente
pré-inflamatérias analisadas, embora nenhuma tenha apresentado resultados estatisticamente
significantes, algumas tendéncias podem ser destacadas. Por exemplo, a redugdo percentual na
concentracdo de IL-1p conhecida pela promocdo da inflamagdo cronica associada ao
microambiente tumoral, mostrou reducdo nas analises com 13 e com 9 pacientes, 0 que pode ser
considerado positivo, pois niveis elevados desta citocina estdo relacionados ao aumento da
invasividade tumoral (APTE; VORONOV, 2017; MOREIN et al.,, 2021; RUBINSTEIN-
ACHIASAF et al., 2021). Ja a GCP-2/CXCL6 apresentou um aumento percentual na analise geral
(13 pacientes) e reducdo no grupo menor, sendo esta Ultima uma tendéncia progressista, ja que esta
quimiocina esta envolvida na quimiotaxia de neutrofilos e na angiogénese (DAI et al., 2023),

processos que sustentam o crescimento tumoral. Olhando apenas para a analise com 9 pacientes,
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essas mudancas podem ser consideradas benéficas, pois esses marcadores estdo associados a
amplificagdo da inflamagdo e ao suporte ao microambiente tumoral. Embora as alteragGes
observadas ndo sejam significativas, elas indicam potenciais efeitos da intervencdo que merecem
atencdo em estudos futuros. Estudos sugerem que a reducdo de citocinas e quimiocinas
inflamatorias crénicas pode reduzir a progressdo tumoral (CLIFFORD et al., 2023; KOELWYN et
al., 2015; MENESES-ECHAVEZ et al., 2016), 0 que pode otimizar a reposta ao tratamento
oncologico. Esses efeitos duais — ativacdo e modulacdo da resposta imune — refletem a
capacidade do exercicio combinado de ajustar o sistema imunolégico de acordo com as
necessidades do organismo, promovendo tanto a defesa contra o cancer quanto a regulacdo da
inflamacdo crénica. Isso é especialmente relevante no contexto pré-tratamento, pois um sistema
imunoldgico equilibrado pode melhorar a reposta aos tratamentos oncoldgicos subsequentes de

modo particular o tratamento quimioterapico.

Por outro lado, o aumento de marcadores como MIP-10/CCL3 (9 pacientes) e TNF-a (13
pacientes) sugere uma tendéncia desfavoravel, considerando seus papeis na progressao do tumor e
na regulacdo da inflamacéo cronica (CRUCERIU et al., 2020; KORBECKI et al., 2020a). Esses
achados, ainda que sem significancia estatistica, sugerem que mesmo pequenas alteracbes nos
niveis de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias podem afetar o microambiente tumoral e
ambientalmente impactante no curso da doenca, principalmente pelos seus efeitos duais. A MCP-
1/CCL2, importante para o recrutamento de macréfagos associados ao tumor (MANTOVANI;
SICA, 2010; YOSHIMURA et al., 2023), mostrou um aumento significativo em 13 pacientes e
uma reducdo expressiva no grupo luminal e ndo luminal HER2+. Esse comportamento sugere que
a diminuicdo nos niveis de MCP-1/CCL2 pode ser benéfica ao reduzir o influxo de macréfagos
pro-tumorais, os quais podem favorecer a progressdo tumoral por meio de remodelacao tecidual e
supressdo imunologica. Por outro lado, 0 aumento observado em 13 pacientes poderia favorecer a
angiogénese e promover um ambiente tumoral mais permissivo, sendo, portanto, uma alteracdo pré

tumoral.

Entre as citocinas e quimiocinas IL-1RA e MIG/CXCLY9, que possuem propriedades anti-
inflamatdrias, obtivemos respostas distintas nas analises com 13 e 9 pacientes. Em ambas as
situacBes a IL-1RA mostrou uma reducdo percentual. A IL-1RA é conhecida por atuar como
antagonista do receptor de IL-1pB, diminuindo a inflamacg&o crénica associada ao microambiente
tumoral (ZHANG; VEERAMACHANENI, 2022). Assim, a reducdo observada, especialmente no
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grupo de 13 pacientes, pode ser prejudicial, j& que niveis mais baixos de citocina podem limitar a
regulacdo da inflamacdo pro-tumoral. Por outro lado, o MIG/CXCL9 apresentou um
comportamento oposto, com aumento percentual no grupo de 9 pacientes em comparagao a reducéo
observada no grupo maior. A MIG/CXCL9 desempenha um papel duplo no tumor, promovendo o
recrutamento de células imunoldgicas, como linfécitos T, e modulando a resposta imunoldgica
contra o tumor. MIG/CXCLJ9 é produzida principalmente em resposta ao interferon-gama (IFN-y)
e serve como um quimioatraente para linfocitos T ativados, especialmente células T citotdxicas
CD8+, que sdo cruciais para a imunidade antitumoral mama (GOMES-SANTOS et al., 2021;
SANTANA-HERNANDEZ et al., 2024). O aumento de sua concentra¢do no subtipo tumoral
(HER2+ luminal e ndo luminal), pode ser considerado benéfico, pois potencializa a atividade
antitumoral, melhorando o recrutamento de células efetoras para combater o tumor. Essas
respostas regulatorias podem ser especialmente relevantes, considerando o papel das citocinas e
quimiocinas na inflamacdo sistémica associada ao cancer de mama. Em contrapartida, sua reducgao
no grupo de 13 pacientes com subtipos tumorais variados pode ser interpretada como prejudicial,
limitando a imunovigilancia antitumoral. O comportamento divergente entre 0s grupos ressalta a

importancia de considerar o tamanho amostral e a heterogeneidade tumoral ao interpretar os dados.

Por fim, no que se refere as implicacdes clinicas, 0s nossos resultados indicam que a sessao
de TC promoveu uma resposta inflamat6ria complexa, potencialmente benéfica para pacientes com
cancer de mama, antes do inicio do tratamento oncoldgico. A pratica de TC pode ser uma
ferramenta valiosas para preparar 0 organismo para os desafios imunolégicos e fisicos impostos
pelos tratamentos de cancer, ajudando a manter a saide muscular e a modular a inflamacéo
sistémica. Uma limitacdo importante do estudo é o pequeno tamanho da amostra (N=13), 0 que
pode ter influenciado a obtencdo de significancia estatistica em algumas variaveis. Outro ponto
importante seria a adocdo de coletas programadas dentro das 72 horas que o exercicio fisico
estimula adaptacGes agudas (NIEMAN; WENTZ, 2019; SIMPSON et al., 2015), e ndo sé
imediatamente apds a sessdo de TC. Uma vez que a coleta realizada no presente estudo foi
imediatamente ap0s a sessdo de exercicio, 0 pico de producdo de determinadas
citocinas/quimiocinas, pode ter sido negligenciado. Além disso, os efeitos observados apds uma
Unica sessdo de TC podem nao representar o impacto de um protocolo de treinamento continuo, o
que sugere a necessidade de estudos de longo prazo para compreender o efeito cumulativo do

exercicio combinado na saude geral e no perfil inflamatorio dessas pacientes. Apesar das fraquezas



54

metodologicas, nosso estudou foi o primeiro a demonstrar o efeito de uma sessdo de TC realizado
antes do inicio do tratamento, onde ndo héa fatores que confundam possam extrapolar resultados,

bem como as drogas utilizadas no tratamento oncoldgico.
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9. Conclusédo

Esse estudo investigou a resposta de uma série de citocinas/quimiocinas apés a realizacdo de
uma sessdo de TC em mulheres com cancer de mama e, com isso, encontrou que, considerando a
distribuicdo de dados ndo normal, apenas a quimiocina 6CKine/CCL21, considerada pro-
inflamatoria, teve um aumento significante pds exercicio. Embora outras citocinas/quimiocinas ndo
tenham apresentado uma alteracdo estatisticamente significante, é plausivel sugerir, baseado na
alteracdo percentual, que o exercicio fisico pode causar uma redugdo importante na concentracao
das quimiocinas e citocinas MCP-1/CCL2, IL-1B, 6CKine/CCL21, IFN-y, MIP-1lo /CCL3,
MDC/CCL22 e IL8/CXCL8 que estdo ligadas ao aumento da inflamacgdo no tumor. Além disso,
hd& um movimento de aumento de concentragdo de citocinas/quimiocinas MIG/CXCLDY,
considerada anti-inflamatéria. Com isso, é possivel sugerir que a realizacdo de varias sessfes de
exercicio fisico, podem ocasionar uma modificacdo do perfil inflamatorio, diminuindo a pro
inflamacdo de pacientes com céncer de mama, quando um protocolo de exercicio fisico for
realizado antes do tratamento, induzindo um potencial efeito protetor nessas pacientes. Contudo,
para confirmar esses achados, a realizacdo de um estudo que investigue o efeito de varias sesses
de exercicio fisico no perfil inflamatério de mulheres com cancer de mama é fundamental para
confirmar a hipdtese de que os efeitos do exercicio fisico sdo cumulativos e podem causar um efeito
protetor, diminuindo a inflamacao na mulher com cancer de mama, desde que realizado no periodo
pré-tratamento. Além disso, sugere-se que futuros estudos com maior nimero de participantes e
mais pontos de coleta de sangue sejam realizados. Importante salientar que esse estudo foi realizado

no periodo pré tratamento, o que torna o trabalho inédito.
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